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RIASSUNTO 
 
INTRODUZIONE: Le Sirtuine (SIRTs) hanno ricevuto una grande attenzione sin dalla 
loro scoperta, quando venne loro  riconosciuto un importante ruolo biochimico e 
molecolare nel lievito  Saccharomyces cerevisae, da cui derivò  il nome di Sir2 (Silent 
Information Regulator 2). È  noto che i mammiferi possiedono sette Sirtuine (SIRT 1-7), 
tra queste quella su cui si sono concentrati la maggior parte degli studi è la SIRT 1, il gene 
omologo a Sir2 ( Sir2 homolog 1). Dato che l’attività enzimatica delle SIRTs  dipende 
dalla presenza del cofattore NAD+, risulta chiaro che l’attività di queste proteine è 
direttamente legata allo stato metabolico ed energetico della cellula. A questo proposito, 
molti studi in letteratura evidenziano l’importante ruolo di SIRT 1 nel metabolismo 
lipidico  e glucidico e  nei disordini metabolici ad essi correlati, in particolare nel diabete 
mellito di tipo 2 [Kitada et al. Diabetes Metab J. 2013; Yacoub R. Front Endocrinol. 2014; 
Kitada. Curr Drug Targets. 2013] e nell’obesità [Schug TT, et al. Ann Med. 2011; Mariani 
et al. Endocrine. 2014; Metoyer CF. Pathophysiology. 2008].  
In aggiunta, SIRT 1 fa parte della via di segnalazione dell’AMPK,  sensore energetico che 
stimola positivamente SIRT 1, assumendo quindi a sua volta  un ruolo chiave nei disordini 
metabolici. 
SCOPO: Negli ultimi anni si è assistito ad un grande incremento degli studi volti non solo 
a chiarire il ruolo fisiopatologico di SIRT 1, ma, soprattutto, alla ricerca di meccanismi o 
sostanze in grado di potenziarne l’attivazione. Sulla base di queste premesse, questa tesi 
sperimentale si pone come scopo generale la valutazione dell’effetto di diverse sostanze 
naturali e non tossiche per le cellule e per l’organismo sull’attivazione di SIRT 1 e 
dell’AMPK. 
MATERIALI E METODI: Le linee cellulari utilizzate in questo lavoro sperimentale 
sono le Hela, cellule tumorali immortalizzate, isolate da un cancro della cervice uterina, 
altamente stabilizzate e molto più resistenti delle altre cellule tumorali. Le sostanze 
utilizzate per i trattamenti sono il Resveratrolo (5-10 μM), la Berberina (5-10 μM), l’Acido 
Ferulico (25-50 μM), il Tirosolo (10-20 μM) e la Quercetina (10, 25 μM). Ciascuna di 
queste sostanze, nella prima fase dell’esperimento, è stata testata per valutare la loro 
eventuale citotossicità a diverse concentrazioni e a diversi tempi di stimolazione, 
utilizzando il metodo fluorimetrico cell titer-Blue cell viability assay (Promega). Nella 
seconda fase dell’esperimento, invece, le cellule sono state seminate in piastre da 12 well 
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(100.000 cell/well) e trattate con le sostanze sopra citate, a due diverse concentrazioni. Il 
loro effetto potenzialmente attivante è stato valutato a due tempi differenti, dopo 3 e 6 ore 
di stimolazione. L’espressione di SIRT 1 e di AMPK è stata valutata mediante tecnica del 
Western Blot. 
RISULTATI: L’analisi dei dati ottenuti dai test di citotossicità ha messo in evidenza come 
non vi sia nessuna variazione significativa del numero di cellule vitali dei campioni trattati 
rispetto al controllo, ovvero rispetto alle cellule senza trattamento, dimostrando in questo 
modo la non tossicità delle sostanze. Inoltre, i risultati dei nostri esperimenti mettono in 
evidenza che  tutte le 5 diverse sostanze testate sono in grado di stimolare l’espressione  di 
SIRT 1. Più precisamente, si può osservare come l’espressione di SIRT 1 e dell'AMPK sia 
significativamente aumentata in tutti i gruppi sperimentali rispetto al gruppo controllo 
(p≤0,0001). Inoltre, Berberina, Acido Ferulico e  Tirosolo sono in grado di determinare 
non solo  un aumento maggiore (vs controllo) rispetto agli altri gruppi, ma soprattutto 
rispetto al resveratrolo, descritto finora in letteratura come il più potente attivatore di SIRT 
1. Infine, considerando che le sostanze determinano un aumento dell’espressione sia di 
SIRT 1 sia dell’AMPK si può ipotizzare che l’aumento dell’espressione di SIRT 1 si 
verifichi grazie all’interazione di queste sostanze con vie del segnale diverse, tra cui 
proprio quella dell'AMPK.  
CONCLUSIONI: I risultati del presente lavoro di tesi evidenziano l’importanza di 
sostanze naturali e non tossiche nell’attivazione di SIRT 1 e dell’AMPK e quindi, 
considerando il loro ruolo nel metabolismo cellulare e nei disordini ad esso associati, in 
futuro potrebbe risultare fondamentale la loro applicazione farmacologica preventiva o 
curativa in tali disordini. 
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1. INTRODUZIONE 
 
Le Sirtuine (SIRTs) hanno ricevuto una grande attenzione sin dalla loro scoperta, quando 
venne loro riconosciuto un importante ruolo biochimico e molecolare nel lievito 
Saccharomyces cerevisae, da cui derivò  il nome di Sir2 (Silent Information Regulator 2) 
[1]. 
Sir2 venne descritto fin dall’inizio come un regolatore dell’espressione genica, in grado di 
silenziare l’espressione di alcuni geni, coinvolto anche nell’allungamento della durata della  
vita nel lievito [2]. 
Successivamente furono Gottlieb ed Esposito a dimostrare che Sir2 era in grado di 
reprimere l’espressione genica, mediante la reazione di deacetilazione del gruppo ε-amino 
di residui di lisina in posizione N-terminale degli istoni. 
Inoltre, questi due ricercatori individuarono in Saccharomyces Cerevisiae la presenza di 
altri quattro geni omologhi a Sir2 e li denominarono HST 1-4 (homologues of Sir2). 
Studi successivi hanno portato alla scoperta di omologhi di Sir2 anche nei batteri, nelle 
piante e nei mammiferi evidenziando come Sir2 fosse un membro di una grande e 
ancestrale famiglia di geni che oggi conosciamo con il nome di “Sirtuine”. 
Nei mammiferi, in particolare, sono state individuate sette Sirtuine (SIRT 1-7) tra cui 
quella che ha suscitato maggiore interesse e sulla quale si sono concentrati la maggior 
parte degli studi è SIRT 1: il gene omologo a Sir2 (Sir2 homolog1). 
Le SIRTs hanno guadagnato nel tempo una notevole attenzione in campo medico grazie al   
loro ruolo di sensori metabolici e di mediatori della sopravvivenza cellulare in condizioni 
di stress, quali ad esempio la restrizione calorica e l’esercizio fisico, nelle quali la loro 
trascrizione risulta attivata. 
Questi enzimi, infatti, hanno un ruolo chiave nella regolazione di molti aspetti del 
metabolismo cellulare, da quello energetico a quello di sintesi, modulano la trascrivibilità 
genica della cromatina e regolano l’attività di diversi fattori trascrizionali.  
Le Sirtuine sono coinvolte nei processi metabolici che ritardano l’invecchiamento e 
aumentano la durata della vita, nella regolazione del ciclo cellulare, nell’inibizione 
dell’apoptosi, nell’omeostasi del glucosio e nella secrezione dell’insulina. 
Come conseguenza di ciò, la caratterizzazione dei meccanismi molecolari, biochimici e 
fisiologici coinvolti negli effetti delle Sirtuine è importante non solo per meglio definire il 
loro ruolo fisiologico e/o fisiopatologico ma anche per l’identificazione di nuovi potenziali 
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target farmacologici nei disordini metabolici, nel diabete, nell’obesità, nelle patologie 
cardiovascolari ed in quelle neurologiche.  A questo proposito, oggi, molti studi si stanno 
concentrando sulla ricerca di meccanismi o sostanze in grado di potenziare l’attivazione di 
queste proteine [3;4;5;6;7].  
 
 
Figura 1: Alcune azioni svolte dalle Sirtuine 
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1.1 SIRTUINE (SIRTs) 
 
Le analisi filogenetiche classificano le SIRTs in base alla sequenza amminoacidica: quattro 
classi per gli Eurocarioti (I-IV), più la classe U dei Procarioti. 
In particolare, per gli Eucarioti la prima classe comprende SIRT 1-SIRT 3, la seconda 
classe SIRT4, la terza classe SIRT 5 e la quarta classe SIRT 6 e SIRT 7 [8;9;10;11;12]. 
 
 
Figura 2: Classi di Sirtuine. 
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Negli Eucarioti, un ulteriore classificazione viene fatta in base alla localizzazione cellulare 
ed alla loro funzione. 
A questo proposito, SIRT 1 è localizzata nel nucleo ma sotto particolari stimoli può essere 
traslocata nel citoplasma mentre SIRT 2, sebbene sia considerata una proteina 
citoplasmatica, in alcune fasi del ciclo cellulare può avere una localizzazione nucleare. A 
loro volta SIRT 4, SIRT 5 e SIRT 3 si trovano nei mitocondri, SIRT 6 nel nucleo mentre 
SIRT 7 nel nucleolo. 
Per quanto riguarda la funzione tutte hanno un’attività deacetilasica ad eccezione di SIRT 
4, la quale ha esclusivamente un’ attività monoribosiltransferasica, e di SIRT 6 che può 
svolgere entrambe le attività enzimatiche [13;14;15]. 
 
 
 
 
Figura 3: Reazione di deacetilazione catalizzata dalle Sirtuine 
 
 
Le SIRTs costituiscono una famiglia di proteine deacetilasiche NAD+ dipendenti, 
ovvero enzimi che rimuovono il gruppo acetilico da residui di lisina di substrati proteici o 
di istoni in presenza del cofattore NAD+ (nicotinammide adenindinucleotide). I prodotti di 
questa reazione sono la nicotinammide (NAM), il substrato proteico o istonico deacetilato 
sui residui lisinici, e la molecola 2’-O-acetil-ADP-ribosioin grado di acetilare proteine 
istoniche e diversi fattori trascrizionali [16;17;18]. 
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1.2 SIRTUINA 1 ( SIRT 1) 
 
 
Figura 4: Ruolo chiave di SIRT 1 nell’organismo umano. 
 
Tra tutte le Sirtuine quella che ha ricevuto la maggior attenzione e su cui si sono 
focalizzate la maggior parte delle ricerche è  la Sirtuina 1 ( SIRT 1 ) [19;20;21;22].  
SIRT 1 è localizzata prevalentemente nel nucleo ma, in risposta a particolari stimoli o 
condizioni fisiologiche,  può essere traslocata nel citoplasma grazie ad un segnale di 
esportazione nucleare (NES) e ritornare nuovamente nel nucleo attraverso un segnale di 
localizzazione nucleare (NLS). 
SIRT 1 è implicata in molti processi cellulari come il metabolismo lipidico e glucidico, la 
biogenesi mitocondriale, l’infiammazione, l’autofagia, il ritmo circadiano, la resistenza 
allo stress e il silenziamento cromatinico [23;24;25;26;27]. 
La sua prima funzione ad essere scoperta fu quella di istone deacetilasi, ma 
successivamente a questa si affiancò anche la capacità di deacetilare altre proteine target, 
in particolare, fattori di trascrizione con conseguente azione sull’espressione genica 
[28;29;30]. 
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Nella maggior parte dei casi questi fattori regolano l’espressione di geni legati al ciclo 
cellulare, alla crescita, all’apoptosi e al metabolismo energetico. Alcuni possono essere 
regolati positivamente dall’azione di SIRT 1 altri, invece, negativamente. 
Esempi di target di SIRT 1 sono p53, FOXO, PPARγ, HSF1, Ku70, PGC-1α e 
NF-KB. Tra questi, quelli che hanno un importante ruolo nella regolazione del 
metabolismo energetico sono FOXO, PPARγ e PGC-1α [31;32]. 
 
 
 
 
 
 
Figura 5: SIRT 1 e i suoi target. 
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1.2.1 SIRT 1 E FOXO 
 
 
Figura 6: Rappresentazione schematica di un dominio forkhead 
 
I fattori trascrizionali FOXO appartengono ad una grande famiglia chiamata Forkhead. I 
membri di questa famiglia hanno conservato la regione del dominio di legame al DNA, che 
ha una peculiare forma ad “ali di farfalla”.  
La grande famiglia Forkhead viene suddivisa in sottogruppi la cui classificazione viene 
fatta su base alfabetica. I membri del sottogruppo che viene regolato dalla via del segnale 
di AKT vengono denominati FOXO, in quanto appartengono al sottogruppo “O”.  
La presenza di oltre 400 membri identificati della famiglia Forkhead, suggerisce una 
diversità di ruoli nella regolazione di diversi aspetti della biologia cellulare. I fattori FOXO 
ricoprono ruoli importanti nella risposta cellulare a segnali di crescita, nello stress 
ossidativo, nei meccanismi di riparo al danno del DNA, nella regolazione di programmi 
che controllano il ciclo cellulare, nel metabolismo del glucosio e nel controllare la morte 
cellulare di tipo apoptotico [33]. 
Diverse regolazioni post-traduzionali e varie interazioni proteina-proteina, modulano la 
loro attività trascrizionale e la loro localizzazione nella cellula. 
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Nel nucleo FOXO controlla in senso attivatorio o inibitorio l’espressione di geni, mentre 
nel citoplasma è inattivo e va incontro a degradazione via ubiquitina-proteasoma. Ognuna 
delle funzioni specifiche è attivata in risposta a segnali che inducono un’appropriata 
modificazione post-traduzionale, conseguente a segnali extracellulari oppure allo stato 
energetico/nutrizionale della cellula [33]. 
Il principale meccanismo di regolazione cellulare di FOXO è la fosforilazione. In 
condizioni fisiologiche FOXO si trova nel citoplasma dove è inattivo, mentre la sua 
presenza all’interno del nucleo (forma attiva) sarebbe favorita dall’assenza di segnali di 
crescita.  
La traslocazione dal nucleo al citoplasma è correlata alla fosforilazione del fattore che 
viene operata tramite l’attivazione di PI3K. Tale evento determina la fosforilazione di 
AKT e comporta una traslocazione di questa all’interno del nucleo dove è in grado di 
andare a fosforilare e ad inattivare le proteine FOXO ivi presenti. 
 
 
 
 
Figura 7: Meccanismo di regolazione di Foxo tramite AKT 
 
Oltre a ciò, l’attività di FOXO può essere modulata sia mediante rilocalizzazione nel 
citoplasma, sia nel nucleo regolando la capacità di legare il DNA. È stato infatti 
recentemente studiato che, oltre alla regolazione dei fattori FoxO mediante fosforilazione, 
esiste un secondo livello di regolazione nucleare basata sull’acetilazione di specifici residui 
di lisina, che modifica le proprietà di legame della proteina al DNA.  
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L’aggiunta di gruppi acetile viene operata dalle acetil-trasnferasi HAT (HistoneAcetyl-
Transferase), tra cui svolgono un ruolo predominante CBP (CREB BindingProtein) e p300; 
la deacetilazione, invece, viene compiuta dalle deacetilasi HDAC (HistoneDeacetylase) e 
da SIRT 1, HDAC di classe III [34]. 
In particolare, diversi studi presenti in letteratura mostrano come in condizioni di stress 
cellulare vi sia un aumento dell’espressione di SIRT 1, la quale esplica la sua funzione 
deacetilasica sul fattore trascrizionale FOXO, a questo punto nel nucleo e attivo ed in 
grado promuovere l’espressione di geni coinvolti nella resistenza allo stress, nell’inibizione 
dell’apoptosi e nel ciclo cellulare [35;36;37;38;39]. 
Tra i quattro componenti della famiglia, l’isoforma FoxO1 è quella coinvolta nel 
meccanismo di trasduzione intracellulare dell’insulina. 
L’insulina, infatti, attiva la PI3K la quale, come sopra descritto,a sua volta attiva l’enzima 
Akt che fosforila FoxO1 provocandone l’esclusione dal nucleo. 
L’isoforma FoxO1 solo quando è defosforilata è localizzata nel nucleo ed è in grado di 
promuovere l’espressione del gene che codifica per la glucosio-6-fosfatasi incrementando 
a livello epatico la produzione di glucosio [40;41;42]. 
Anche per FoxO1, recenti studi hanno dimostrato che la sua attività è regolata da processi 
di acetilazione riguardanti la lisina242-245 e 262.  
Queste lisine sono localizzate nel dominio di legame al DNA, e la loro acetilazione 
inibisce la capacità di FoxO1 di interagire con il promotore della glucosio-6-fosfatasi. 
D’altra parte, invece, in condizioni di stress cellulare come digiuno prolungato orestrizione 
calorica, la overespressione l’attivazione di SIRT 1 inducono la deacetilazione di FoxO1, 
che in questo modo potrà stimolare l’espressione della glucosio-6-fosfatasi, favorendo  
così la gluconeogenesi e inibendo la glicolisi. 
 Pertanto, è fondamentale il ruolo di SIRT 1 nella regolazione del metabolismo energetico 
cellulare [43;44;45]. 
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Figura 8: Deacetilazione e attivazione di FOXO da parte di SIRT 1 
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1.2.2 SIRT 1 E PPAR 
 
 
 
Figura 9: Attivazione di PPAR nei vari tessuti 
 
Il nome PPAR-s (peroxisomalproliferatorsactivatedreceptors, recettori nucleari attivati dai 
proliferatori dei perossisomi) deriva dalle osservazioni indotte da molecole note come 
fibrati che portano, nei roditori, alla proliferazione dei perossisomi, corpuscoli 
intracellulari adibiti all’ossidazione di vari xenobiotici e degli acidi grassi. I PPARs sono 
fattori di trascrizione nucleari appartenenti alla famiglia dei recettori steroidei e regolano la 
trascrizione genica dopo aver formato un eterodimero con il retinoid x receptor (RXR). I 
PPAR-s hanno un ruolo importante in diversi meccanismi: inibiscono la proliferazione 
cellulare stimolando la trascrizione dei geni oncosoppressori e sono coinvolti nella 
differenziazione cellulare, nell’apoptosi, nell’attivazione dell’espressione dei geni che 
partecipano alla beta-ossidazione mitocondriale e perossisomiale degli acidi grassi e 
nell’omeostasi del glucosio [46].  
Si conoscono diverse isoforme di PPARs codificate da geni diversi e aventi una diversa 
localizzazione. In particolare PPAR- è presente principalmente nel tessuto adiposo 
sebbene si possa trovare anche nel tessuto muscolare scheletrico e nel fegato.  
PPARγ è inanzittutto un fattore di trascrizione coinvolto nell’adipogenesi. 
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L’adipogenesi è il meccanismo di formazione del tessuto adiposo a partire da cellule 
mesenchimali indifferenziate, che per azione di PPARγ diventano adipoblasti, pre-adipociti 
e infine differenziano in adipociti, i quali iniziano ad accumulare gocciole lipidiche.  
Oltre a ciò PPARγ è coinvolto nell’anabolismo lipidico che prevede la sintesi e 
l’immagazzinamento dei grassi negli adipociti, è infatti in grado di aumentare l’espressione 
dell’ Acil-CoAsintetasi svolgendo quindi oltre ad un ruolo adipogenetico anche un ruolo 
lipogenetico. 
 
 
 
Figura 10: Funzioni di PPAR 
 
 
Un’altra sua importante funzione a livello metabolico è la regolazione dell’omeostasi del 
glucosio: aumenta l’up-take del glucosio inducendo un overespressione dei GLUT4, riduce 
l’espressione di enzimi coinvolti nella gluconeogenesi e aumenta i livelli di adinopectina 
tutte condizioni che aumentano la sensibilità all’insulina. 
Infine, è in grado di ridurre l’espressione di geni antiapoptotici [47;48].  
Diversi studi hanno messo in evidenza una relazione tra SIRT 1 e l’espressione di PPAR. 
In particolare, è stato dimostrato che, quando i PPAR sono in  uno stato eterodimerico con 
il retinoid x receptor (RXR)  sono legati ad un complesso di corepressori aventi attività 
istone deacetilasica, non possono legare  il DNA  e quindi vi è  inibizione della trascrizione 
genica; al contrario, quando gli etero dimeri rilasciano i corepressori legandosi  a 
 17 
 
coattivatori con attività istone acetiltransferasica, possono interagire con il DNA attivando 
la trascrizione [49]. 
Quanto appena detto giustifica l’azione inibitoria di SIRT 1 su PPAR, essendo SIRT 1 
stessa una proteina istone deacetilasi. 
La regolazione negativa di PPARγ da parte di SIRT 1 è associata anche alla relazione tra 
SIRT 1 e PGC1α. Infatti, SIRT 1 deacetila e attiva PGC1α, influenzando così l’espressione 
di geni correlati e stimolando la sua azione inibitoria su PPARγ [50;51;52]. 
Negli ultimi anni, in particolare, molti studi in letteratura hanno cercato di analizzare 
meglio la relazione tra SIRT 1 e adipogenesi, per capire se SIRT 1 può essere coinvolto 
nella modulazione di questo processo e se può percepire la disponibilità di nutrienti nel 
tessuto adiposo bianco. 
Da questi è emerso che, in topi transgenici con una overespression di SIRT 1, il livello 
intracellulare di trigliceridi diminuisce del 50%, mentre in topi knock-out per SIRT 1 la 
quantità di acidi grassi aumenta notevolmente, confermando l’azione inibitrice di SIRT 1 
sul processo adipogenetico [53;54]. 
Come sopra accennato, nel tessuto adiposo bianco in risposta a restrizione calorica, SIRT 1 
lega PPARγ attraverso il cofattore PGC-1α e, deacetilandolo, influenza l’espressione dei 
geni correlati. Questo causa uno shifting metabolico in favore della lipolisi, promuovendo 
la mobilizzazione degli acidi grassi liberi [55;56]. 
 
 
 
 
                                            Figura 11:Deacetilazione di PPARγ da parte di SIRT 1 
                               nel tessuto adipose bianco 
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1.2.3 SIRT 1 E PGC1- 
 
 
 
Figura 12: Deacetilazione di PGC-1α  da parte di SIRT 1 
 
PGC1 è una famiglia di coattivatori della trascrizione, collocati nel nucleo della cellula, ed 
espressi soprattutto nei tessuti ricchi di mitocondri e con un attivo metabolismo ossidativo, 
quali il tessuto adiposo bruno, il cuore e il muscolo scheletrico, ma anche nel cervello, nel 
fegato e nel rene [57]. Agiscono stimolando la biogenesi mitocondriale e la respirazione 
cellulare e aumentando l'uptake di substrati energetici e la loro utilizzazione.  
Questa famiglia comprende tre membri: PGC-1α, PGC1β e PCR . 
Il fattore PGC-1 (PPARγco-activator1α) è un coattivatore trascrizionale di recettori 
nucleari formato da una sequenza di 798 amminoacidi con una sequenza N-terminale 
costituita da 200 amminoacidi che mediano l'interazione con un largo numero di fattori 
trascrizionali (quali la famiglia dei PPARs, COX 5b) coinvolti in numerose risposte 
biologiche in particolare l’induzione della biogenesi dei mitocondri, il rimodellamento 
della composizione delle fibre muscolari e la regolazione del metabolismo glucidico e 
lipidico.  
L’espressione di PGC-1 è indotta da segnali fisiologici come esercizio, freddo e digiuno. 
Diversi studi evidenziano che SIRT 1 attraverso la sua azione deacetilasica attiva PGC-1a, 
influenzando così tutti i processi in cui questo fattore è coinvolto. 
Nel fegato, in condizioni di normale alimentazione i livelli di PGC-1α sono minimi. 
In condizioni di digiuno una diminuzione di PGC-1α inattiva (acetilata), dovuta ad un 
aumento dell’attività deacetilasica di SIRT 1, da il via ad una cascata di effetti che portano 
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ad un aumento della gluconeogenesi e dell’ossidazione degli acidi grassi, con una 
corrispondente diminuzione della glicolisi. L’effetto netto è un aumentato output di 
glucosio epatico che aiuta a mantenere l’omeostasi di glucosio e ad incrementare l’uso di 
grassi per ottenere energia, entrambe risposte adattative durante il digiuno. 
A livello del muscolo scheletrico, in condizioni di digiuno la deacetilazione di PGC-1α da 
parte di SIRT 1, è richiesta per l’attivazione dei geni coinvolti nell’ossidazione degli acidi 
grassi mitocondriali, che induce l’ossidazione degli acidi grassi e aiuta a mantenere la 
produzione di ATP in risposta ad un abbassamento dei livelli di glucosio. 
A livelli fisiologici invece induce attivazione della biogenesi mitocondriale e switch delle 
fibre muscolari da glicolitiche IIb a ossidative IIa o I [58;59]. Dall’altra parte la 
soppressione dell' espressione di PGC1α in topi transgenici si associa  adinsulino resistenza 
sistemica associata ad una riduzione dell'espressione del trasportatore del glucosio 
(GLUT4) [60]. 
Infine, nel tessuto adiposo, PGC-1α regola la termogenesi, stimolando l'espressione di 
UCP e mediante interazione con PPARγ, induce la differenziazione del tessuto adiposo da 
bianco a bruno [61;62;63;64;65;66]. 
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1.2.4 SIRT 1 E LE VARIAZIONI CIRCADIANE 
 
 
 
       Figura 13: Alcune caratteristiche dell'orologio biologico circadiano umano 
 
Tra le molteplici vie attraverso cui SIRT 1 influenza il metabolismo, merita un accenno 
l’influenza che SIRT 1 ha sulla regolazione dell’orologio circadiano [67;68]. 
Sono sempre maggiori le ricerche che mostrano come i ritmi circadiani regolino una 
grande varietà di processi metabolici, e come molti metaboliti, incluso il glucosio ed i 
lipidi, e alcuni ormoni correlati con il metabolismo, come l’insulina, oscillino in maniera 
circadiana nel sangue. Gli studi epidemiologici mostrano che i disallineamenti circadiani 
aumentano il rischio di una serie di patologie, come l’obesità e il diabete di tipo 2 [69;70]. 
Nell'uomo e negli animali, i modelli circadiani seguono un ciclo di circa 24 ore, diretto dal 
centro di controllo circadiano del cervello, chiamato nucleo soprachiasmatico (SCN), 
situato nell'ipotalamo. 
Due dei più importanti fattori di trascrizione del core circadiano sono CLOCK e BMAL 
(Brain and muscle ARNT-like protein).  
Queste due proteine possono associarsi formando un eterodimero, legarsi agli elementi E-
box nel promotore dei geni, up-regolare la loro trascrizione e contribuire al loro ritmo 
circadiano.  
Studi recenti mostrano che SIRT 1 ha un ruolo chiave nella regolazione dei ritmi 
circadiani. 
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I ricercatori hanno scoperto che, la funzione circadiana decade con l'invecchiamento nei 
topi normali, e che l'aumento di SIRT 1 nel cervello potrebbe impedire questo 
decadimento. Al contrario, la perdita di funzione di SIRT 1 altera il controllo circadiano 
nei topi giovani, imitando ciò che accade nel normale invecchiamento [71;72]. 
Poiché la proteina SIRT 1 stessa diminuisce con l'invecchiamento nei topi normali, i 
risultati suggeriscono che, i farmaci che aumentano l'attività di SIRT 1 negli esseri umani, 
potrebbero avere benefici diffusi per la salute. 
In particolare, SIRT 1 deacetila le due componenti centrali dell’orologio circadiano nel 
fegato e ne amplifica l’espressione nel nucleo soprachiasmatico dell’ipotalamo (SCN), 
attraverso anche la deacetilazione del PGC-1α [73;74]. 
La perdita di funzione di SIRT 1 si verifica soprattutto come conseguenza 
dell’invecchiamento e ciò si traduce con un abbassamento dei livelli dei componenti 
circadiani e con il deterioramento del controllo circadiano centrale. 
Infine, i difetti del controllo circadiano centrale sono stati associati in molti studi ad un 
prematuro invecchiamento e a patologie associate con quest’ultimo [75;76]. 
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2. REGOLAZIONE  
 
La regolazione delle Sirtuine avviene a vari livelli.  
Sebbene la localizzazione subcellulare ne determini in parte l’attività, è richiesta 
un’ulteriore regolazione: infatti, alcune mostrano il solito compartimento ma devono essere 
destinate a diversi substrati. 
Un primo livello di regolazione è quello che viene definito “regolazione attraverso 
l’espressione”.  
L’espressione di SIRT 1, infatti, cambia in funzione delle condizioni fisiologiche e, in 
particolare,è indotta durante un basso stato energetico e repressa in condizioni di elevato 
stato energetico.  
Per questo condizioni di digiuno o di diete a scarso contenuto calorico saranno 
accompagnate da un aumento dell’espressione di SIRT 1, al contrario diete ad alto 
contenuto calorico ridurranno la sua espressione. 
 
 
Figura 14: Espressione di Sirt 1 in funzione di condizioni fisiologiche. 
 
Un secondo tipo di regolazione è quella che riguarda le modifiche post-traduzionali. 
A tale proposito sono stati identificati alcuni siti di fosforilazione su SIRT 1.  
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La fosforilazione di SIRT 1, che può avvenire da parte del complesso ciclina B-CDK1, 
dalla proteina chinasi JunK in tre residui, e soprattutto in caso di stress ossidativo dalle 
chinasi DYRK1 e DYRK3, potenzia l’ attività di SIRT 1, dirigendola solo su specifici 
target. Quindi, da ciò si deduce che possibili mutazioni in questi siti possono provocare dei 
disturbi alla normale progressione del ciclo cellulare. 
Un’ altra via che è considerata essere importante nella regolazione di SIRT 1 è la 
regolazione trascrizionale. Infatti, analizzando la sequenza della regione promotrice di 
SIRT 1 sono stati individuati siti di legame per diversi fattori di trascrizione tra cui: 
FOXO1, CREB (elemento di legame in risposta all’AMPc), CHREBP (proteina di legame 
in risposta ai carboidraiti) e PPARs (recettore attivato coinvolto nella proliferazione dei 
perossisomi). Ciò suggerisce che questi fattori di trascrizione regolano l’espressione di 
SIRT1. 
In particolare FOXO1, CREB, PPAR- e PPAR- regolano positivamente l’espressione 
delle Sirtuine mentre PPAR- e CHREBP negativamente. 
 
Oltre a ciò, le Sirtuine sono regolate anche attraverso la formazione di complessi con altre 
proteine o attraverso l’interazione con regolatori negativi o positivi. A tal proposito DBC1 
(deleted breast cancer) porta ad un’inibizione di SIRT 1 e il tutto sembra essere associato 
alla dieta: una dieta ricca di grassi porta ad una maggiore espressione di DBC1 e patologie 
epatiche. 
Sempre per quanto riguarda la regolazione delle Sirtuine, molti studi presenti in letteratura, 
sottolineano l’importanza dei polifenoli in questo contesto [77;78]. 
Nel 2003, il team di Sinclair ha descritto 18 molecole derivate da piante in grado di attivare 
le Sirtuine nei lieviti e ne ha studiato gli effetti su Sirt 1 [79;80;81;82]. 
I flavoni quercetina e fisetina, gli stilbeni piceatannolo e resveratrolo e il calcone buteina 
stimolavano SIRT1 da 5 a 13 volte. 
L’attivatore più potente risulta essere il resveratrolo, un composto sintetizzato da un gran 
numero di piante in risposta allo stress e presente in quantità apprezzabili nell’uva e nel 
vino rosso. Questa molecola è già nota per il suo ruolo protettivo nei confronti di numerose 
patologie, tra cui quelle cardiovascolari, neoplastiche e neurodegenerative [83;84;85;86].  
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Figura 15: Resveratrolo. 
 
Fra tutti i fattori che entrano in gioco nella regolazione di SIRT 1, due elementi chiave 
sono il NAD e il NAM, correlati proprio con la reazione da essa catalizzata. Infatti, SIRT1, 
come detto in precedenza, è una deacetilasi che agisce rimuovendo il gruppo acetilico da 
residui di lisina di substrati proteici o di istoni in presenza del cofattore NAD. I prodotti di 
questa reazione sono la nicotinammide (NAM), il substrato proteico o l’istone deacetilato e 
la molecola di 2’-O-acetil-ADP-ribosio. Il NAD è il cofattore essenziale per la reazione di 
SIRT 1 ed è un suo potente attivatore, mentre il NAM è inibitore a feedback. Risulta chiaro 
che in questo pathway regolativo diventano essenziali tutti i fattori che, a loro volta, 
entrano nella via metabolica di questi due elementi [87;88;89;90].  
Sulla base di quanto appena detto, sono inibitori di SIRT 1 tutti i fattori che determinano 
una diminuzione dei livelli di NAD, tra cui il CD38 e le polimerasi. Al contrario, i fattori 
che determinano un aumento dei livelli di NAD hanno un’azione positiva sulla regolazione 
di SIRT 1. Tra questi fattori sicuramente rientra l’enzima NAMPT (nicotinammide 
monoribosiltransferasi) il quale ha il compito di convertire il NAM in NAD aumentando 
quindi i livelli di NAD. Il NAMPT a sua volta è regolato positivamente dalla deplezione 
nutrizionale e dall’esercizio fisico, entrambe condizioni che come detto in precedenza 
stimolano direttamente la sintesi di SIRT 1.  
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Figura 16: Regolazione dell’AMPK e principali funzioni 
 
 
A questo proposito, sono molti gli studi che evidenziano come la restrizione calorica possa 
essere coinvolta nella sintesi delle Sirtuine e nei processi anti-aging [91;92;93;94]. 
Per quanto riguarda l’esercizio fisico, invece, è importante ricordare che, quando si ha una 
diminuzione dello stato energetico conseguente ad uno sforzo fisico, si ha un aumento dei 
livelli di AMP e un abbassamento dei livelli di ATP. 
In questo contesto si colloca un’altra importante molecola cardine coinvolta nella 
regolazione di SIRT 1 che è AMPK, anch’essa attivata proprio in condizioni di deficit 
energetico, deplezione nutrizionale o da tutte quelle sostanze in grado di attivare SIRT 1 
passando dal signaling dell’AMPK [95;96;97;98]. 
 AMPK una volta attivata va ad aumentare i livelli di ATP e stimola l’aumento di NAD 
attraverso l’aumento di NAMPT, agendo in questo modo positivamente su SIRT 1.  
Diversi studi hanno evidenziato infine che la protein chinasi PKA sembra essere in grado 
di attivare SIRT 1 in maniera indiretta attraverso l’attivazione dell’AMPK.  La 
collaborazione PKA e AMPK è fondamentale perché questi permettono la dissociazione 
tra DBC1 e SIRT 1 [99;100;101].  
Sono state formulate due ipotesi a riguardo: secondo la prima ipotesi la PKA è in grado di 
attivare AMPK fosforilandola; mentre, la seconda ipotesi prende in causa le vie di 
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degradazione del cAMP. Infatti, il cAMP quando viene degradato produce 5’-AMP che 
quindi aumentando i livelli di AMP attiva l’AMPK.  
AMPK è una proteina importante non solo per la sua azione stimolatrice sulle Sirtuine, ma 
anche per la sua azione inibitoria su mTOR [102;103;104;105]. 
 
 
Figura 17: Inibizione di mTOR da parte di  AMPK 
 
mTOR è una serin/treonin-protein chinasi citoplasmatica lungo la via di segnale 
PI3K/Akt/mTOR coinvolta in numerose funzioni cellulari. Rappresenta un regolatore 
centrale della crescita cellulare, proliferazione, apoptosi, autofagia, metabolismo e 
angiogenesi. In associazione con altre proteine forma i complessi mTORC1 e mTORC2. 
Le attuali conoscenze indicano che mTOR agisce come un master switch nei processi 
anabolici e catabolici cellulari regolando il tasso di crescita e la proliferazione delle cellule. 
La disregolazione del segnale mTORC1 altera il metabolismo corporeo ed è causa di 
affezioni età correlate, diabete, invecchiamento per inibizione dell’autofagia (processo 
necessario al prolungamento della vita che tende a ridursi con il procedere dell’età) e 
affezioni tumorali in cui la proteina è iperegolata. Nei tumori maligni la network TOR 
rappresenta, di conseguenza, un importante target terapeutico [106;107;108;109;110]. 
La Rapamicina è il primo inibitore selettivo di mTORC1, tuttavia, nel corso degli anni, 
sono stati scoperti altri inibitori di entrambi i complessi e della via di segnale 
PI3K/Akt/mTOR, che possono migliorare la risposta biologica unitamente ad una più 
completa attività antitumorale . 
La via di segnale TOR è attivata da nutrienti (glucosio, aminoacidi, ac. grassi), insulina, 
altri ormoni, fattori di crescita, citochine, mitogeni. Altri fattori importanti nell’attivazione 
di mTOR sono  NAM, AKT e ERK [111;112;113].  
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Al contrario, tale via risulta regolata negativamente dalla ridotta disponibilità di energia 
(restrizione calorica) che, a sua volta,  determina l’attivazione di AMPK (AMP-
ActivatedProteinKinase) e di Sirt 1. Queste due proteine riducono l’attivazione di mTOR. 
L’inibizione dell’attività mTORC1 induce due effetti protettivi:  
a)preserva la funzione delle cellule staminali (stemcells) in numerosi tessuti migliorandone 
la capacità riparativa ed, in ultima analisi, rallenta la progressione di affezioni età-correlate 
e prolunga la sopravvivenza 
b)previene la moltiplicazione di cellule aberranti [114;115;116]. 
 
 
 
 
Figura 18:  Regolazione di mTOR 
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2.1 AMPK 
 
AMPK è una proteina della famiglia delle serin-treonin chinasi altamente conservata in 
tutti gli organismi dal più semplice come il lievito al più complesso come l’uomo. Infatti, 
AMPK è stata la prima proteina ad essere studiata come sensore della regolazione del 
bilancio energetico  [117] e, con il passare degli anni, sono stati identificati molti suoi 
omologhi in una grande varietà di eucarioti, da quelli più primitivi, come Guardia lamblia 
e lievito (S. cerevisiae), a vermi (C. elegans), insetti ( D.melanogaster), piante e 
mammiferi, suggerendone la primitiva origine e conservazione evolutiva [117;118].  
AMPK è considerata un sensore energetico. Ha il ruolo fondamentale di percepire gli stati 
energetici dell’organismo e in particolare la sua attivazione è favorita da condizioni che 
comportano deplezione energetica e che, inducono un incremento del rapporto AMP/ATP, 
come un intenso sforzo fisico.  
In queste condizioni AMPK va ad inibire i processi anabolici e ad aumentare quelli 
catabolici con lo scopo di ripristinare la riserva di ATP.  
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2.1 .1 STRUTTURA ED ATTIVAZIONE  DI AMPK 
 
AMPK è un complesso eterotrimerico composto da una parte catalitica  e una parte 
regolatoria formata da una subunità  e una subunità . Di queste subunità esistono diverse 
isoforme che forniscono 12 possibili combinazioni dell’eterotrimero [119]. Il complesso 
che predomina è 111. 
La sub unità  contiene: un dominio altamente conservato nella porzione N-terminale, che 
permette quando fosforilato su un residuo di treonina in posizione 172 l’attivazione di 
AMPK [120]; una regione C-terminale che è coinvolta nel legame con le subunità 
regolatorie  e . [121] e una sequenza autoinibitoria (AIS). La subunità ha due domini 
principali: il dominio di legame ai carboidrati (CBM) e una regione C-terminale, mediante 
la quale si lega al restante complesso [122]. La subunità  è la subunità principale, in 
quanto è la sola capace di percepire i cambiamenti dei livelli di AMP/ATP e poter così 
attivare il complesso enzimatico AMPK. Nella regione N-terminale della subunità  sono 
presenti quattro domini identici ripetuti in tandem detti CBS o domini Bateman. Ciascuno 
di questi domini lega una molecola di AMP o di ATP [117].  
 
 
 
Figura 19: Struttura dell’AMPK 
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E’ proprio il legame dell’AMP ai domini Bateman che promuove l’attivazione allosterica 
dell’AMPK. Tutti questi meccanismi assicurano una risposta estremamente sensibile ad 
ogni piccolo aumento di AMP. Poich  l’attivazione è antagonizzata da alte concentrazioni 
di ATP, il sistema risponde non semplicemente ad un aumento dell’AMP ma all’aumento 
del rapporto AMP/ATP all’interno della cellula.  
La regolazione del complesso AMPK riguarda tre diversi meccanismi: un’attivazione 
allosterica da parte di AMP; un processo di fosforilazione del residuo di treonina 172 da 
parte di chinasi come LKB1 e la chinasi calcio calmodulina dipendente; un’ attivazione da 
parte di molecole attivatrici tra cui l’AICAR (analogo dell’adenosina) che interagisce 
direttamente con la subunità . 
Inoltre, esistono anche degli attivatori indiretti tra cui la metformina e il dinitrofenolo che 
agiscono incrementando il rapporto AMP/ATP. 
L’AMPK viene, invece, inibita da processi di defosforilazione ad opera di fosfatasi e 
tramite diversi inibitori tra cui il composto C ed elevati livelli di glicogeno.  
Per quanto riguarda l’attivazione mediante il processo di fosforilazione, un importante 
ruolo è svolto dalla chinasi LKB1. La LKB1 è una chinasi che viene attivata quando si ha 
un abbassamento energetico, ed, infatti, in seguito ad un incremento dei livelli di AMP, 
induce fosforilazione del residuo di treonina 172 presente sulla subunità . 
In particolare, l’AMP lega l’AMPK causando una modificazione conformazionale e 
rendendola un buon substrato per l’LKB1 che fosforilandola la attiva. In questo modo in 
condizioni di stress metabolico che può essere sia fisiologico, come un intenso sforzo 
fisico, sia patologico, come ipossia o ischemia, l’attivazione dell’AMPK permetterà di 
ripristinare i livelli di ATP attivando processi catabolici legati sia al metabolismo dei 
carboidrati sia al metabolismo degli acidi grassi. L’AMPK oltre a ripristinare i livelli di 
ATP stimola l’aumento di NAD+, attraverso la stimolazione ed il conseguente incremento 
del  NAMPT.  
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2.1.2 REGOLAZIONE DI AMPK 
 
 AMPK può essere attivata da stimoli fisiologici che producono variazioni della carica 
energetica cellulare e della disponibilità di riserve sia cellulari che dell’intero organismo. 
Per cui, si può dire che AMPK è attivata in condizioni di stress cellulare, durante 
l’esercizio e da ormoni secreti dal tessuto adiposo . 
Inoltre, è stato dimostrato che, in diversi tipi cellule, può esser attivata anche da sostanze 
come l’AICA riboside [123; 124] e la metformina, un composto spesso utilizzato nella 
cura farmacologica del diabete di tipo II [125], mentre può essere inibita selettivamente 
dal composto C [126;127]. 
 
 
 
Figura 20: Probabili ruoli di AMPK nel controllo del metabolismo energetico nelllintero 
organismo.  
 
Per  quanto riguarda lo stress cellulare AMPK è attivata da una ampia varietà di stimoli 
cellulari che portano alla deplezione di ATP, inclusi veleni metabolici come inibitori del 
ciclo degli acidi tricarbossilici (arsenite), inibitori della catena respiratoria (antimicina A e 
azide) ed inibitori della sintesi di ATP (oligomicina), così come disaccoppianti della 
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fosforilazione ossidativa (dinitrofenolo) [117]. AMPK è anche attivata da stress patologici 
come la deprivazione di glucosio, ischemia , ipossia, stress ossidativi, stress iperosmotico e 
tutti quegli stimoli che sono associati all’aumento del rapporto AMP/ATP [128]. 
 
Gli stress finora descritti interferiscono con la produzione di ATP, ma uno stress 
metabolico che attiva AMPK in condizioni fisiologiche attraverso il consumo (e non la 
diminuzione di produzione) di ATP è la contrazione durante l’esercizio muscolare 
[129;130]. Il grado di attivazione d i AMPK dipende dall’intensita dell’esercizio e da 
cambiamenti nei rapporti AMP/ATP e creatina/fosfocreatina [131]. L’attivazione di 
AMPK in risposta all’esercizio acuto inibisce le vie di consumo dell’ATP ed attiva il 
metabolismo dei carboidrati ed acidi grassi per ripristinare i livelli di ATP nel muscolo. 
Inoltre, l'AMPK gioca anche un ruolo nella risposta adattativa del muscolo all'esercizio 
continuato alterando le riserve energetiche e l'espressione di geni sensibili all'esercizio. 
L’aumento dell’attivita fisica riduce il rischio di sviluppo di patologie insulina resistenti e 
diabete di tipo II nella popolazione umana e l’attivazione di AMPK può portare ad effetti 
benefici come l’aumento dell’ossidazione degli acidi grassi,biogenesi dei mitocondri e, 
probabilmente, la captazione di glucosio [117]. 
Infine, è stato recentemente dimostrato che AMPK è regolata anche da ormoni conosciuti 
come adipochine. Questi sono secreti dalle cellule adipose, che controllano il bilancio 
energetico in tutto l’organismo [119]ed hanno effetti in tutti i tessuti:  sul tessuto adiposo e 
sul fegato (dove si accumulano le riserve energetiche), sull’ ipotalamo (responsabile del 
controllo della fame e della sete) e sul muscolo scheletrico (in cui la richiesta di substrati 
energetici e continua per lo svolgimento della contrazione). In ciascuno di questi tessuti 
questi ormoni sono in grado di modificare l ’attività dell' AMPK e provocare una risposta 
attraverso essa. In particolare, a livello dell’ipotalamo AMPK viene stimolata da una 
diminuzione della concentrazione di glucosio e dall’ormone intestinale grelina. In entrambi 
i casi, la risposta è un aumento dell’assunzione di cibo; al contrario, la leptina, ormone 
segnale di scorta corporea di grassi, inibisce AMPK nell’ipotalamo impedendo che altro 
cibo venga assunto. A livello del muscolo scheletrico, invece, la leptina e l’ormone 
adiponectina stimolano AMPK promuovendo l’ossidazione degli acidi grassi. Un effetto 
simile è svolto anche dall'adiponectina nel fegato dove questa inibisce inoltre la 
gluconeogenesi; è stato dimostrato che la resistina ha effetti opposti alla adiponectina 
[119]. 
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Figura 21: Regolazione ormonale della AMPK 
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 2.1.3 SIRT 1 E AMPK 
 
L’AMPK, proprio attraverso il ripristino dei livelli di ATP e il conseguente aumento dei 
livelli di NAD
+ ,
 regola positivamente SIRT 1. 
In particolare, tra SIRT 1 e AMPK vi è una regolazione reciproca, molti studi infatti 
ipotizzano un’associazione tra questi due fattori, questo perch  non solo l’ AMPK attiva 
SIRT 1 come già detto, ma anche perché SIRT 1 è in grado di attivare AMPK attraverso 
LKB1. 
SIRT 1, infatti, diminuisce l’acetilazione della lisina di LKB1, permettendo la sua 
traslocazione dal nucleo al citoplasma, dove quest’ultima è in grado di fosforilare 
l’AMPK. 
Molti studi in letteratura sottolineano l’ importanza di questa relazione positiva e reciproca 
tra AMPK e SIRT 1 e dell’attivazione di questo signaling, soprattutto, per il 
coinvolgimento di queste due proteine nella patogenesi di molte malattie come le malattie 
cardiovascolari, le malattie neurodegenerative, le patologie oculari ed i disordini 
metabolici.  
 
 
 
       Figura 22: SIRT 1 è richiesta per l’attivazione dell’AMPK e per  
       gli effetti benefici del Resveratrolo sulla funzione mitocondriale. 
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2.1.4 PROTEINE REGOLATE DA AMPK. 
Le proteine regolate da AMPK, oltre a SIRT 1, sono principalmente legate al metabolismo 
del glucosio e dei lipidi, all'espressione genica e alla sintesi proteica. Tali proteine servono 
generalmente ad inibire i processi cellulari che inducono il consumo di ATP o ad 
aumentarne la produzione. L'attivazione fisiologica di questa via avviene principalmente a 
livello del pancreas, del fegato, del tessuto adiposo, del cuore e del muscolo scheletrico. 
Negli ultimi anni si è osservato comunque come AMPK possa venire deregolata in 
numerosi tumori, come il tumore del polmone, della prostata dello stomaco e del fegato. In 
particolare si è osservato come le condizioni di ipossia e deprivazione di glucosio, 
condizioni che normalmente si possono riscontrare  all'interno di tumori solidi, comportano 
una riduzione dei livelli di ATP e la successiva attivazione di AMPK [132]. L'AMPK 
regola diversi vie che hanno come fine una riduzione dell'ATP all'interno della cellula ed 
aumento della sua produzione (Figura 1.6). Le proteine attivate da AMPK sono:  
- proteine legate alla via di mTOR: mTOR è una molecola che regola principalmente la 
sintesi proteica e la crescita cellulare ed è alterata in numerosi tumori. AMPK fosforila 
TSC2 attivandolo ed assieme alla proteina TSC1 agisce inibendo il complesso di mTORC1 
[133]. AMPK nei tumori fosforila direttamente anche RAPTOR, un'altra proteina associata 
a mTORC1, comportando una down-regolazione di mTOR e riduzione della fase S [134]. 
In generale AMPK agisce inibendo l'attività di mTOR, comportando una riduzione della 
sintesi proteica e della proliferazione cellulare.  
- proteine regolatrici del ciclo cellulare: AMPK è in grado di fosforilare p53 a livello della 
serina 15, inducendo così un arresto delle cellule in fase G1/S in fibroblasti embrionali di 
topo (MEFs) coltivati in deprivazione di glucosio [135]. AMPK è in grado di fosforilare 
anche il fattore di trascrizione FOXO3a, il quale è target anche della via di PI3K-Akt ed è 
coinvolto nella crescita cellulare e nel metabolismo. Anche l'inibitore della chinasi ciclina 
dipendente p27 è un target di AMPK. Questa proteina viene fosforilata a livello della 
treonina 198, si stabilizza e permette alle linee tumorali di carcinoma mammario di 
sopravvivere in condizioni di deprivazione di nutrienti tramite l'induzione dell'autofagia 
[136]. AMPK sembra infine essere coinvolto nella downregolazione della Ciclina D1, in 
linee di carcinoma mammario, comportando un rallentamento della proliferazione cellulare 
e un blocco in fase G1/S [137] proteine legate al metabolismo del glucosio e dei lipidi: le 
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due isoforme dell'Acetil-CoA carbossilasi, ACC1 e ACC2, sono fra i target principali di 
AMPK. Queste due proteine vengono fosforilate ed inattivate da AMPK e ciò comporta 
una riduzione dei livelli di malonil-CoA con un successivo aumento della beta-ossidazione 
ed una riduzione della sintesi degli acidi grassi. Un altro target è la 3-idrossi-3metilglutaril-
CoA riduttasi (HGM-CR), proteina coinvolta nella sintesi del colesterolo che viene 
fosforilata ed inibita da AMPK. L'inibizione di queste due vie comporta nelle cellule una 
riduzione della lipogenesi, con un successivo rallentamento nella proliferazione cellulare di 
cellule di gliobastoma [138]. Uno degli enzimi fosforilati ed attivati da AMPK e la 
fosfofruttochinasi 2 (PFK2). Il prodotto di tale enzima, il fruttosio 2,6 bi-fosfato, è un 
potente regolatore del flusso della glicolisi e della gluconeogenesi.  
- proteine legate alla polarità cellulare: AMPK sembra modulare la polarità cellulare in 
cellule di mammifero oltre che in D. Melanogaster tramite la modulazione delle chinasi 
MLC chinasi e la miosin fosfatasi che regolano la fosforilazione della catena leggera della 
miosina [139]. 
 
Figura 23: Proteine regolate da AMPK.  
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In letteratura sono presenti molti studi che mettono in luce come SIRT 1, mediante il 
signaling dell’AMPK, assume un ruolo importante in molti processi fisiologici e 
fisiopatologici, tra cui i disordini metabolici. 
Come conseguenza di ciò, negli ultimi anni si è assistito ad un grande incremento di 
ricerche volte non solo a chiarire e a confermare il ruolo fisiopatologico di SIRT 1, ma, 
soprattutto, alla ricerca di meccanismi o sostanze in grado di potenziarne l’attivazione. 
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2. 2 SIRT1 E SOSTANZE ATTIVATRICI 
 
2.2.1 RESVERATROLO  (RSV) 
 
Il Resveratrolo (3, 5, 4’ triidrossistilbene) è un polifenolo non flavonoide, appartenente 
alla famiglia degli stilbeni (C6-C2-C6), sono composti fenolici a basso peso molecolare, 
caratterizzati dalla presenza di due anelli aromatici uniti da un etano o da un ponte etenico. 
 
 
Figura 24: Resveratrolo 
 
Gli stilbeni sono ampiamente diffusi in alcune Briofite ed in piante superiori ove agiscono, 
in genere, da fitoalessine e da regolatori di crescita. Ad esempio l’ acido lunularico è un 
diidrossistilbene, che agisce da inibitore di crescita in maniera analoga all’ acido 
abscissico. Il Resveratrolo in particolare è presente nelle radici seccate di 
Polygonummultiflorum e Veratrumformosanum che vengono usate nella prevenzione e 
nella cura delle malattie infiammatorie [140] e in alcune specie vegetali che entrano a far 
parte della dieta umana , ad esempio uva e more di gelso ed arachidi [141;142]. Nella vite, 
come in altre piante, la sintesi del RSV e di altri stilbeni è stimolata dall’azione fungina e 
da altri stress come luce ultravioletta e danni traumatici ed è esaltata da alcuni agenti 
antifungini e da particolari trattamento chimici con metalli pesanti [143]. Essendosi 
evoluta nelle piante come molecola-segnale capace di interagire con strutture biologiche, 
attivando una serie di processi di riparo e meccanismi difensivi, può essere annoverata tre 
le fitoalexine, molecole naturali dotate di funzione difensiva contro infezioni da microbi 
patogeni, da radiazioni UV, esposizione ad ozono o a ioni di metalli pesanti [144], 
prodotta dalle piante quando si trovano sotto stress; per questo motivo la produzione di 
resveratrolo, per quanto riguarda l’uva, avviene nella buccia degli acini, ma non nella 
polpa.   
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L’interesse nei confronti delle proprietà farmacologiche del RSV è stato stimolato sia 
grazie alla scoperta della sua presenza in alcuni preparati usati nella medicina orientale, 
[143] e sia perch  è stato chiamato in causa per spiegare il “Paradosso Francese”, risalente 
a studi epidemiologici condotti negli anni ’70, che hanno rivelato un’inversa correlazione 
tra il consumo di vino rosso e le malattie cardiovascolari in Francia, un paese dove è 
elevato il consumo di grassi saturi. Altri studi di carattere clinico hanno evidenziato che il 
consumo moderato di vino rosso produce sull’ uomo una riduzione dei fattori di rischio di 
aterosclerosi. Nei consumatori di vino rosso si assiste infatti, ad una riduzione dell’ 
aggregazione piastrinica, ad un incremento dei livelli plasmatici del colesterolo-HDL 
(HDL, lipoproteina ad alta densità, responsabili dello smaltimento del colesterolo in 
eccesso nei tessuti periferici) e ad una più bassa ossidazione delle LDL (lipoproteine a 
bassa densità); questi eventi si associano ad una minore formazione di placche 
aterosclerotiche nei vasi sanguigni [145;146] e quindi ad una riduzione degli eventi 
cardiovascolari, il che rende il resveratrolo anche un agente cardioprotettivo. Molti studi 
hanno dimostrato che il resveratrolo possiede numerose attività. Inibizione della 
perossidazione lipidica e della aggregazione piastrinica, alterazione del metabolismo 
lipidico, azione anti-infiammatoria e vasorilassante, è un inibitore dei danni indotti dai 
radicali liberi ed è un’agonista dei recettori degli estrogeni. Negli ultimi dieci anni inoltre, 
è stato dimostrato che il resveratrolo, i flavonoidi (ginesteina, quercitina) e altri polifenoli 
inducono apoptosi in cellule cancerogene. [147]. Infine nel 1  7,  ang e colleghi riportano 
che il resveratrolo possiede proprietà antitumorali riducendo la massa tumorale in ratti. 
Questi autori dimostrano che il resveratrolo blocca in vivo i tre stadi della carcinogenesi: 
inizio, promozione e progressione. Altri studi, in linee cellulari derivanti da tumori umani, 
hanno confermato che il resveratrolo è un agente chemiopreventivo.  
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2.2.1.1 BIODISPONIBILITA’ 
L’assorbimento e il trasporto del resveratrolo sono stati studiati nei ratti e nei topi dopo la 
sua somministrazione orale; sono stati condotti studi anche su cellule umane di carcinoma 
del colon (Caco-2-cells) e su epatociti umani. Per quanto riguarda la distribuzione tissutale, 
Vitrac e collaboratori [148] hanno dimostrato che, a seguito di somministrazione orale nei 
topi o nei ratti di 
14
C-trans-resveratrolo, la radioattività del 
14
C-trans-resveratrolo si rileva 
in vari organi quali il fegato, reni e in minore misura cervello, cuore, polmoni e testicoli; 
nel fegato di ratto in particolare, il resveratrolo si accumula in forma coniugata, 
glucuronidata o solfata. Anche studi in vivo di farmacocinetica hanno indicato che il 
resveratrolo mostra una forte affinità per il fegato [148]. Asensi e collaboratori [149] 
hanno dimostrato che il trans-resveratrolo è rapidamente metabolizzato dalle cellule 
parenchimali del fegato; epatociti di ratto incubati in presenza di 20 μM trans-resveratrolo 
metabolizzano circa l’  0  di questo composto in appena 20 minuti. Poich  quest’organo è 
il maggiore sito per la glucuronidazione di xenobiotici, Aumont e collaboratori hanno 
concluso che il fegato può attivamente partecipare al metabolismo del resveratrolo 
attraverso la reazione di glucuronidazione. In vitro, nei microsomi di fegato umano è stato 
visto che il trans- e il cis-resveratrolo possono essere glucoronidati con la formazione di 
due monoglucoronidi, 3-O- e 4’-O- glucuronide, mentre nell’urina di ratto e nel siero di 
topo sono stati scoperti sia il trans-resveratrolo-3-glucuronide che il trans-resveratrolo-3-
solfato [150]. La formazione del resveratrolo glucuronide è catalizzata dalla UDP-
glucuroniltransferasi (UGT), che si distinguono in almeno due famiglie di enzimi (famiglia 
1A e 2B) e trasferiscono acidi glucuronici da acidi UDP-glucuronici a vari accettori 
includendo gruppi idrossilici, carbossilici, aminici e tiolici e portando alla formazione di 
glucuronidi polari escreti poi nella bile o nell’ urina [151].  
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Fig. 22: Regio- e stereo-glucuronidazione di trans- e cis-resveratrolo nell’uomo: 
implicazione delle isoforme della UGT. 
 
Per stabilire l’ emivita di questa molecola ed il tempo di massima concentrazione nel 
plasma sono stati condotti studi su animali alimentati con trans-resveratrolo puro. Questi 
studi sono stati programmati somministrando per via intragastrica 20 mg/Kg animale di 
trans-resveratrolo (una dose che rappresenta per un uomo adulto circa 140 volte la quantità 
di resveratrolo presente in un litro di vino rosso); la concentrazione nel plasma (42.8 ± 4.4 
μM, 5 minuti dopo la somministrazione) decresce molto rapidamente a 0.    0.2 μM (0.2 
mg/l) in  0 min. Quando la stessa quantità di trans- resveratrolo è somministrata oralmente 
la concentrazione presente nel plasma dopo 5 minuti è nettamente più bassa (2–3 μM in 
topi e circa 1 μM in conigli o ratti) ed è seguita da un forte discesa (meno di 0.1 μM) in  0 
min. [149;152;153;154;155;156].  
Il resveratrolo ha una farmacocinetica sfavorevole anche nell’uomo, dove presenta  un 
bassa biodisponibilità ed un ‘elevata variabilità individuale per quanto riguarda 
assorbimento, metabolizzazione e clearence. 
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Uno studio clinico condotto su volontari sani ha  mostrato che  il picco plasmatico del RSV 
è raggiunto in 30-60 minuti, mentre  l’assorbimento, dopo somministrazione orale 25 mg 
di RSV, è risultato pari al 70%.  Tuttavia la biodisponibilità orale del resveratrolo è bassa, 
proprio perché rapidamente  metabolizzato nel fegato e intestino in forme coniugate: 
glucuronato e solfonato. Solo tracce (<5 ng/mL) di resveratrolo invariato potrebbero essere 
rilevati nel sangue dopo dose orale di 25 mg. [157;158]. 
Anche altri studi sull’uomo confermano un assorbimento del RSV, dopo somministrazione 
orale, pari al 75% , evidenziando un assorbimento legato sia alla mucosa orale che a quella 
intestinale e, in quest’ultimo caso, soprattutto per via transepiteliale. Purtroppo però anche 
questi altri studi confermano la bassa biodisponibilità del RSV , minore infatti dell’1% 
[157;158]. 
Il rapido decremento della concentrazione plasmatica di resveratrolo potrebbe dipendere da 
vari fattori: dal suo metabolismo, dalla rapida captazione di specifici tessuti e/o organi; 
molti studi hanno dimostrato che il fegato può rimuovere la maggior parte del resveratrolo 
circolante.  
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2.2.1.2  RESVERATROLO,  SIRT 1, OBESITA’ E DIABETE 
Negli obesi le cellule adipose brune mostrano una scarsa attività mitocondriale, pertanto, 
tutte le sostanze nutritive ingerite si trasformano in grasso corporeo. L’obesità, d’altra 
parte, è anche associata a insulino-resistenza e a ridotta fosforilazione ossidativa. 
Nei mammiferi, come già detto nell’apposito paragrafo,  il gene SIRT 1 modula l’attività 
di PGC-1α che promuove la biogenesi mitocondriale nel muscolo scheletrico e nel tessuto 
adiposo bruno.  
A questo riguardo, due nuovi studi condotti dal gruppo di ricercatori guidati da Auwerx 
[159] e Sinclair hanno dimostrato che il resveratrolo migliora il bilancio energetico, 
aumentando la sensibilità all’insulina e aumenta la funzione mitocondriale nel topo 
stimolando la deacetilazione di PGC-1α, mediata da SIRT 1. Queste osservazioni 
assumono una  grande importanza, soprattutto se si pensa alle loro possibili implicazioni 
nel trattamento dell’obesità, del diabete tipo II e  per altre patologie associate 
all’invecchiamento.  
 
 
 
Figura 23: Attivazione di SIRT 1 da parte del Resveratrolo 
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Quanto appena detto, è stato confermato anche dal  lavoro di Hoikoo S. et al del 2006. 
Più precisamente,  in condizioni basali PGC-1α risulta inattivo, mentre un aumento dei 
livelli di NAD, in condizioni di digiuno o restrizione calorica o in risposta a esercizio 
fisico, induce una deacetilazione Sirt-1 mediata di PGC-1α. La proteina deacetilata stimola 
alcuni geni coinvolti nella fosforilazione ossidativa, in parte funzionando da coattivatore 
del fattore respiratorio nucleare-1 (NRF-1). 
In tutti e tre gli studi sopra citati,  è stato osservato come nell’animale da laboratorio, il 
resveratrolo sia  in grado di stimolare l’attivazione di Sirt1 in presenza di una dieta ricca di 
grassi, aumentando l’affinità di SIRT 1 per NAD
 
e per PGC-1α acetilato .  
L’idea è stata saggiata in topi nutriti con una dieta ad alto contenuto di grassi, che 
promuove l’insulino-resistenza ed i risultati hanno mostrato gli effetti benefici del 
resveratrolo sui livelli circolanti di glucosio e insulina, ma con meccanismi diversi. 
 I giovani animali trattati dal gruppo di Auwerx per 15 giorni sono risultati protetti 
dall’obesità, con  livelli di tessuto adiposo significativamente ridotti, in parte a causa 
dell’aumentato consumo di grassi nel tessuto adiposo bruno arricchito in mitocondri. Il 
resveratrolo è risultato in grado di migliorare anche la funzione muscolare, aumentando 
l’espressione di geni coinvolti nella fosforilazione ossidativa e la temperatura corporea 
risultava più elevata nei topi trattati con resveratrolo. 
Dall’altra parte, invece, il gruppo di Sinclair ha evidenziato come un trattamento cronico (1 
anno) con resveratrolo, somministrato a topi meno giovani ad una dose pari a 1/10 di 
quella utilizzata da Auwerx (due dosi, medie 5,2 e 22,4 mg/Kg/d, simili a quelle ottenibili 
nell’uomo), non solo migliorasse la sensibilità all’insulina, ma aumentasse l’aspettativa di 
vita in topi nutriti con una dieta ricca di grassi. Al contrario di Auwerx, non sono stati 
osservati effetti sull’aumento di peso, sull’adiposità o temperatura corporea, ma il 
resveratrolo è risultato migliorare il metabolismo glucidico e lipidico a livello epatico e 
prevenire lo sviluppo di steatosi epatica, spesso associata a obesità e resistenza insulinica. 
In aggiunta, entrambi gli studi hanno messo  in evidenza un aumento di PGC-1α attivo nel 
fegato e un abbassamento dei livelli glucosio in seguito a somministrazione di resveratrolo.  
E’ stata postulata, inoltre, un’attivazione di AMPK, giustificata dal fatto che nei regimi di 
restrizione calorica si verifica un’attivazione cronica di AMPK, e questa sembra essere una 
strategia di longevità per mammiferi. 
Ci si potrebbe a questo punto  chiedere perché Auwerx e colleghi hanno osservato  una 
diminuzione del peso corporeo e un miglioramento della funzione muscolare che non sono 
stati osservati  da Sinclair. Le differenze tra i due studi si possono spiegare tenendo conto 
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del fatto che: 
1- la dose più elevata usata da Auwerx è stata sufficiente, a differenza delle dosi 
minori usate da Sinclair, a stimolare l’attivazione di Sirt1 nel muscolo e nel tessuto 
adiposo bruno, tenendo soprattutto  presente che il resveratrolo è velocemente 
glucuronidato e inattivato quando viene somministrato per via orale; 
2-  ha avuto una grande importanza l’età dell’animale, in virtù del fatto che nei 
roditori la quantità di tessuto adiposo declina con l’età e si verificano alterazioni nel 
suo funzionamento; 
In conclusione, gli studi citati evidenziano come piccole dosi di resveratrolo possano 
ridurre molte delle conseguenze negative dell’eccessivo intake calorico, con un 
miglioramento nello stato di salute e nella sopravvivenza dell’animale da laboratorio. 
 
Alcuni studi riguardanti la restrizione calorica sono stati condotti anche nell’uomo. Tra gli 
studi a breve termine, un esperimento che ha suggerito effetti benefici sulla salute della RC 
è stato condotto nella Biosfera 2, uno spazio ecologico chiuso nel deserto dell’Arizona. Nel 
1991, 8 individui (4 donne e 4 uomini) sono entrati in tale spazio per 2 anni senza 
l’intenzione di seguire uno studio di CR. A causa di inaspettati problemi con la crescita del 
raccolto, l’intake calorico di questi individui è risultato ridotto circa  del 30%.  
Sono state condotte misurazioni fisiologiche e biochimiche durante il periodo di 
permanenza,1  mesi dopo l’uscita e al ritorno ad una dieta normale, osservando alterazioni 
biochimiche e fisiologiche simili a quelle osservate nei roditori e nei primati [160]. 
Recentemente,  in diverse università americane, sono  iniziati numerosi nuovi studi a breve 
termine, sponsorizzati dal National Institute on Aging.  Questi studi, noti come CALERIE, 
intendono saggiare, mediante diversi designs di restrizione calorica, gli effetti di tale 
regime sulla salute e sui biomarkers di longevità. 
I risultati preliminari di uno studio CALERIE, condotto per 6 mesi su 48 individui 
soprappeso, non obesi, in restrizione calorica con o senza esercizio fisico suggeriscono che 
2 biomarkers di longevità (i livelli circolanti di insulina a digiuno e la temperatura 
corporea) risultano diminuiti, a supporto della teoria secondo cui la velocità metabolica 
risulta diminuita al di sotto del livello aspettato in virtù della riduzione della massa 
metabolica [161].  
Sono stati anche condotti studi a lungo termine. Ad esempio, alcuni Autori hanno 
verificato che una restrizione calorica della durata di 3-15 anni (media 6 anni con intake 
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pari a 1112-1958 Kcal/d) si mostra altamente efficace nella riduzione del rischio di 
malattia aterosclerotica, modificando parametri biochimici, ormonali e metabolici, con una 
riduzione dei livelli plasmatici di glucosio e insulina e una diminuzione della pressione 
arteriosa, oltre ad un migliore profilo lipidico e una riduzione della proteina C-reattiva 
[162]. 
Una domanda chiave risulta essere la seguente: questi cambiamenti potrebbero portare ad 
un aumento dell’aspettativa di vita se continuati per periodi più lunghi? Uno studio di 
follow-up, il Baltimore Longitudinal Study of Aging (BLSA) è stato condotto per 25 anni 
su individui sani che mostravano tre biomarkers del fenotipo CR: bassi livelli di insulina, 
bassa temperatura corporea e un più lento declino dell’ormone diidroepiandrosterone 
solfato (DHEA-S). Tale studio ha rivelato una sopravvivenza più elevata degli individui 
coinvolti. Risultati simili sono stati osservati nell’Honolulu Heart Program cohort. Solo un 
lungo studio epidemiologico prospettico di follow-up (36 anni) ha indagato la relazione tra 
intake calorico e longevità nell’uomo. Lo studio riporta una debole tendenza ad una minor 
mortalità per tutte le cause in Giapponesi-Americani sani non-fumatori in moderata CR 
[163]. 
Tuttavia, per confermare questi risultati preliminari e per determinare se la CR possa 
attenuare l’invecchiamento nell’uomo sono necessari ulteriori studi di maggior durata, e 
alcuni sono già in corso. 
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2.2.2 QUERCETINA 
 
La quercetina è un flavonolo, flavonoide derivato dalle piante; è una molecola piccola 
(peso molecolare = 302 Da) e leggermente lipofila [164]. 
È ampiamente distribuita nel regno delle piante nelle cortecce d’albero. Si trova nella 
frutta, nella verdura, nelle nocciole e nei semi. In particolare ricche fonti di quercetina 
includono bucce di mela verde, cipolla, tè verde e vino rosso. 
 
 
 
 
    Figura 24: Struttura della Quercetina 
  
 
La quercetina è considerato uno dei maggiori antiossidanti alimentari con un ampio spettro 
di effetti benefici per la salute  [165;166;167;168]. E 'stato dimostrato che previene le 
malattie cardiovascolari [166], inibisce l’aggregazione piastrinica e previene l'aterosclerosi 
e la trombosi [169], ha proprietà antiossidanti, antinfiammatorie [170;167], anticancro, 
antiulcera, antiallergiche, antivirali [165] e proprietà modulanti il sistema immunitario. 
Può anche avere un’attività nel prevenire le complicazioni secondarie del diabete e nel 
trattamento della prostatite cronica di tipo 3 (non batterica) [171]. 
La maggior parte degli effetti farmacologici della quercetina sono attribuiti in parte alla sua 
attività antiossidante. 
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2.2.2.1 BIODISPONIBILITA’ E CINETICA  
 
Come detto in precedenza, la quercetina è un flavonoide e, in particolare, è ascritta alla 
sottoclasse dei flavonoli. E’ l’aglicone di diverse forme glicosidiche come la rutina, da cui 
può essere rilasciata ad opera di specifiche beta glicosidasi intestinali. 
Per la quercetina è stato dimostrato un significativo assorbimento per via orale, sia 
nell’uomo che nel cane con una percentuale variabile dal 20  al 50  a seconda che si 
tratti della forma agliconica o glicosidica. L’aglicone viene assorbito più rapidamente ed in 
percentuale maggiore, grazie alla sua lipofilicità che gli consente di passare direttamente 
per diffusione semplice la parete intestinale e raggiungere così la circolazione sistemica e 
distribuirsi a livello tissutale.  
Una volta assorbita va incontro a distribuzione plasmatica bifasica, con un picco 
massimale (Cmax) raggiunto dopo 2-5 ore nel caso dell’aglicone e dopo 7-9 ore per la 
forma glicosidica.  
Grazie ad un’emivita relativamente lunga (15-18 ore) e ad un successivo passaggio nel 
duodeno tramite le vie biliari si osserva un secondo picco massimale il cui valore è 
direttamente proporzionale alla dose ingerita di flavonoide [173]. 
La biodisponibilità assoluta della quercetina negli esseri umani è stimata essere pari al 
44.8%, quando la quercetina aglicone è solubilizzata in etanolo e pari al 16%, quando è 
solubilizzata in soluzioni acquose.  
La quercetina è metabolizzata anche nel fegato dove è trasportata in forma legata 
all’albumina e va incontro a modifiche strutturali che danno origine ai suoi metaboliti, 
forme biologicamente attive ed eliminati prevalentemente con la bile e solo in piccola parte 
per via urinaria. 
Per quanto riguarda il profilo di sicurezza, studi eseguiti sia nell’uomo che negli animali 
hanno dimostrato che la quercetina, somministrata per via orale, è praticamente priva di 
tossicità e di effetti collaterali, anche a dosi elevate (2kg/peso corporeo) e per lunghi 
periodi di tempo (2 anni) [173]. 
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2.2.2.2  QUERCETINA, SIRT 1 E AMPK 
 
Molti lavori presenti in letteratura si concentrano non solo sulle molteplici funzioni della 
quercetina nei diversi processi fisiologici e fisiopatologici, ma soprattutto sulla relazione 
tra quercetina, SIRT 1 ed AMPK, anche per meglio comprendere il suo ruolo nelle 
patologie correlate a disordini metabolici. 
A questo proposito, uno studio del 2014 di Dong J. et al. [174], dimostra che la quercetina 
è correlata con l’obesità e potrebbe avere un importante ruolo a livello terapeutico, 
partendo dal concetto che i macrofagi del tessuto adiposo (ATM) giocano un ruolo chiave 
nell’infiammazione associata all’obesità e all’ insulino resistenza. Lo studio in questione è 
stato condotto su  modelli murini C57BL/6 di cinque settimane, alimentati con una dieta a 
basso contenuto di grassi , con una dieta ad alto contenuto di grassi (HFD), o con una dieta 
HFD più quercetina allo 0.1% per 12 settimane.  
I risultati hanno evidenziato che la quercetina riduce l’aumento di  peso corporeo indotto 
dalla dieta HFD, migliora la sensibilità all’insulina e la tolleranza al glucosio nei topi.  
Oltre a ciò,  la quercetina aumenta la traslocazione del traportatore GLUT4 e il signal della 
proteinchinasi B nel tessuto adiposo dell’epididimo (EATs), suggerendo che essa accentua 
l’uptake del glucosio nel tessuto adiposo. Inoltre, analisi istologiche e la PCR hanno 
rivelato che la quercetina attenua l’infiltrazione dei mastociti e dei macrofagi 
nell’epididimo di topi nutriti con HFD. La quercetina modifica anche il rapporto fenotipico 
M1/M2 dei macrofagi, diminuisce i livelli di citochine proinfiammatorie, aumenta la 
fosforilazione dell’AMPK e l’espressione di SIRT 1 in EATs. Infine, utilizzando inibitori e 
attivatori dell’AMPK è stato scoperto che la quercetina inibisce la polarizzazione e 
l’infiammazione dei macrofagi derivati dal midollo osseo di topo attraverso un 
meccanismo mediato AMPK/SIRT 1. Dai dati sopra riportati si può evincere che  la 
quercetina potrebbe essere in grado di  sopprimere l’infiammazione e l’infiltrazione dei 
macrofagi nel tessuto adiposo attraverso il pathway AMPK/SIRT 1.  
L’effetto protettivo della quercetina sull’obesità è confermato dallo studio di  Ahn  . et al., 
che mostra come questa azione protettiva sia legata all’attivazione dell’AMPK e della via 
delle MAPK. 
In particolare lo studio ha indagato i meccanismi attraverso i quali la quercetina è in grado 
di attenuare l’adipogenesi e diminuire l’espressione di fattori ed enzimi correlati con 
l’adipogenesi utilizzando pre-adipociti 3T3-L1. Dallo studio, infatti, è emerso che 
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l’esposizione dei pre-adipociti alla quercetina determina un’attenuazione dell’adipogenesi 
e una diminuizione dell’espressione dei fattori e degli enzimi coinvolti in tale processo. Si 
è visto inoltre, che il trattamento con la quercetina determina un’ up-regulation dei livelli 
di AMPK fosforilata e del suo substrato, acetil-CoA carbossilasi (ACC). Da questo, si può 
concludere che la quercetina esercita un azione anti- adipogenesi attivando il signal 
dell’AMPK in pre-adipociti 3T3-L1.  
 
 
 
Figura 25: Effetto inibitorio della quercetina sull’infiammazione del tessuto adipose in topi nutriti con una 
dieta ad alto contenuto calorico. 
 
D’altra parte, in letteratura, sono di più le evidenze che mettono in luce un importante 
ruolo della quercetina anche nel diabete. A questo proposito studi condotti su cellule ane di 
adenocarcinoma al colon (Caco-2) hanno mostrato come la quercetina sia in grado di 
ridurre l’assorbimento di glucosio intestinale attraverso l’inibizione del trasportatore del 
glucosio GLUT2. [175]. E’ stato inoltre dimostrato che nel pancreas, la quercetina, 
migliora la secrezione di insulina indotta da glibenclamide e protegge le cellule β dal 
danno ossidativo.  [176] In aggiunta,  ha mostrato effetti antidiabetici anche in modelli 
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animali, topi db/db ed in ratti diabetici, in cui il diabete è stato indotto da streptozotocina 
[177;178].  
Recentemente, altri lavori hanno dimostrato che la quercetina è in grado di aumentare 
l’uptake basale di glucosio in  colture cellulari di muscolo scheletrico, C2C12, attraverso 
un meccanismo indipendente dall’insulina, che implica proprio l’attivazione dell’AMPK, 
che  a sua volta, come già spiegato nel dettaglio nei capitoli precedenti,  stimola l’uptake di 
glucosio reclutando i trasportatori GLUT4 a livello della membrana plasmatica.  
Questi dati sono confermati da uno studio del 2015 di Eid HM. et al., dove viene 
confermata l’influenza della quercetina sull’omeostasi del glucosio sia a livello del 
muscolo scheletrico che del fegato. Inoltre,  viene messo in luce come questo flavonoide 
sia in grado di stimolare l’espressione di GLUT4 nel muscolo scheletrico, mediante 
l’attivazione dell’AMPK.  Anche in colture di epatociti la quercetina attiva l’AMPK e ciò è 
associato ad una significativa inibizione della glucosio 6 fosfatasi. 
Tutti questi risultati implementano le informazioni riguardanti i meccanismi cellulari e 
molecolari dell’azione antidiabetica della quercetina, suggerendo un suo potenziale uso nel 
trattamento o nella prevenzione del diabete mellito di tipo 2. [179]. 
 
 
 
 
Figura 26: Funzioni della quercetina nei vari distretti corporei. 
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2.2.3 ACIDO FERULICO  
 
L’acido ferulico detto anche [(E)-3.(4-hydroxy-3-methoxy-phenil)prop-2-enoic acid] è un 
polifenolo molto abbondante in natura in particolar modo nei vegetali. E’, infatti, presente 
nei carciofi, nelle melanzane, nel mais, nella crusca e nelle erbe medicinali cinesi quali 
Angelica sinesi, Cimifuga heracleifolia, Lignisticum chuangxiong. 
Più precisamente,  l’ acido ferulico è un fenilpropanoide, che deriva dall’acido trans-
cinnamico ed è un precursore di molecole aromatiche. Esso ha una struttura molto simile a 
quella della curcumina. 
 
 
 
Figura 27: Struttura acido ferulico 
 
 
 Nelle piante, l’acido ferulico (a destra) è derivato dalla fenilalanina, che viene convertita in 
acido 4-idrossicinnamico (a sinistra) e poi ad acido caffeico. La biosintesi dell’acido 
ferulico avviene a partire dall’azione dell’enzima dell’O-metil trasferasi sull’acido 
caffeico.  
  
  
 
 Figura 28: Biosintesi acido ferulico. 
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 L’acido ferulico è un potente antiossidante fenolico trovato ubiquitariamente e ad elevate 
concentrazioni in diverse piante [180;181182], oltre a quelle prima riportate, anche nel 
riso, nel grano e avena come nel caffè, mela, carciofo, nocciolina, arancia e ananas ed è 
presente anche nel vino. La crusca di grano contiene 3,1% di acido ferulico [183]. 
 Esso serve a fare cross-link tra polisaccaridi e proteine durante la sintesi della parete 
cellulare di lignina [184;183]. L’acido ferulico è abbondante nella dieta e ha una bassa 
tossicità [182] 
 Gli studi sull’acido ferulico ( AF ) sono stati intrapresi per la prima volta da Preziosi et al. 
nel 1957, per la sua funzione coleretica, ipolipidemica e diuretica. Successivamente, altri 
studi hanno dimostrato la sua azione antiossidante e il suo possibile utilizzo nel trattamento 
di diverse patologie come i disturbi neurodegenerativi, cardiovascolari, diabete e cancro. 
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2.2.3.1 CINETICA 
 
Gli individui possono consumare 80-165mg di AF/pasto che corrispondono a 8-
16µmol/Kg di peso corporeo. 
Da diversi studi è emerso che solo la forma libera di AF attraversa l’intestino mentre la 
forma coniugata rimane non assorbita. Il maggior sito di assorbimento di AF è il colon, 
dove il polifenolo è scisso dai composti alimentari di origine dalle cinamoil-esterasi 
microbiche, xilanasi e l’AF esterasi (FAEs). Nel colon viene assorbito principalmente 
mediante diffusione passiva (circa 90%) e solo una piccola percentuale mediante trasporto 
attivo attraverso il trasportatore degli acidi monocarbossilici (MCT).  
Nei ratti, dopo una somministrazione orale, il picco plasmatico di AF è raggiunto dopo 15-
30 minuti. Subisce, inoltre, l’effetto di primo passaggio che limita la sua biodisponibilità. 
Diversi studi nei ratti e nei topi hanno dimostrato che dopo una somministrazione orale di 
AF e FAA, i metaboliti glucuronidi (3-20%) e solfoglucuronide (60-90%) sono molto 
abbondanti nel plasma, mentre di AF non modificato (9-20%) è ritrovato solo una piccola 
percentuale. AF e i suoi metaboliti sono escreti principalmente attraverso le urine. Nei 
ratti, l’escrezione urinaria è molto rapida e raggiunge un plateau 1.5 h dopo la 
somministrazione, mentre negli umani è molto lento con un plateau tra 7 e 9 h dopo la 
somministrazione. Anche l’escrezione urinaria è influenzata dalla forma coniugata 
(maggiore). 
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2.2.3.2 ACIDO FERULICO DIABETE E OBESITA’  
 
Recentemente diversi team di ricerca si sono concentrati sul potenziale ruolo dell’acido 
ferulico nel metabolismo glucidico e lipidico, evidenziando una serie di effetti 
ipoglicemizzanti e ipolipidemizzanti di questo composto.  
Innanzitutto, è stato dimostrato in diversi modelli animali affetti da diabete mellito, che 
l’AF ha una serie di effetti positivi.  E’ in grado diminuire i livelli di glicemia ed 
aumentare la concentrazione plasmatica di insulina, in topi db/db; determina inibizione 
dell’attività enzimatica dell’ -glucosidasi, che converte i carboidrati in monosaccaridi per 
consentire l’assorbimento intestinale e l’aumento dei livelli di glucosio plasmatico; 
incrementa l’attività della glucochinasi (enzima chiave nella regolazione dei livelli di 
glucosio plasmatico), la quale fosforila il glucosio in glucosio 6-fosfato, il substrato per la 
sintesi di glicogeno e per la glicolisi a livello epatico; riduce i livelli di proteinuria e 
l’espressione del TGF-1, che è coinvolto nell’attivazione delle cellule mesengiali. 
Il ruolo protettivo dell’AF verso il diabete è stato confermato anche dal lavoro di Roy S. et 
al. del 2015, dove gli autori hanno valutato l’effetto dell’AF somministrato a diverse dosi a 
ratti diabetici. 
I ratti sono stati resi diabetici mediante iniezione intraperitoneale di streptozotocina ( 60 
mg/kg per perso corporeo) e l’AF è stato somministrato per   settimane.  I risultati 
dell’esperimento hanno evidenziato un significativo miglioramento dei livelli di glucosio 
nel sangue e livelli  nel siero di colesterolo totale, trigliceridi, creatinina, urea e albumina 
vicini alla normalità.   Inoltre, nei ratti trattati con AF  è stato osservato un decremento dei 
livelli di perossidazione lipidica e un incremento di attività della superossido dismutasi e 
della catalasi. I dati hanno mostrato anche una significativa diminuzione dell’espressione 
del TGF-1 e dell’ IL-1β  nelle cellule pancreatiche, mostrando come l’AF agisca come 
agente protettivo verso il diabete interagendo con lo stress ossidativo, l’espressione di 
citochine pro-infiammatorie e l’apoptosi. 
Come questo studio, molti altri, utilizzando modelli murini alimentati con una dieta ricca i 
grassi,  confermano che l’AF  è in grado di determinare una riduzione dei livelli ematici di 
trigliceridi e di colesterolo totale con un significativo decremento dei valori della pressione 
arteriosa. [185] 
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Essendo  oramai il ruolo dell’AF in queste patologie un dato di fatto, molti studiosi si 
stanno orientando sui meccanismi che potrebbero spiegare la funzione protettiva dell’AF in 
questi contesti.  
L’ipotesi che sembra essere la più probabile è l’azione stimolatrice dell’AF sull’AMPK e 
su  SIRT 1, come confermato anche dallo studio del 2014 di Bruckbauer A., et al. [186]. 
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2.2.4 BERBERINA  
 
La berberina (C20H19NO5) è un alcaloide isochinolinico quaternario la cui struttura è 
caratterizzata dalla presenza di quattro anelli benzenici condensati con un atomo di azoto 
interposto tra il secondo e il terzo anello. 
 
 
 
Figura 29: Struttura della berberina  
 
E’ stata isolata dalla corteccia dei rami e delle radici di diverse Berberidaceae (Berberis 
Glaucocarpa, Berberis vulgaris, Mahonia) e Ranunculaceae (Hydrastis), ed in alcune piante 
della famiglia delle Papaveraceae (Chelidonium majus). 
La berberina viene estratta trattando diversi tessuti di Berberis con miscela calda etanolo-
acido acetico, e facilmente purificato tramite elettroforesi su carta e quantificata 
spettrofotometricamente . 
  
 
 
Figura 30: Pianta berberis 
 
Diversi studi hanno evidenziato i vari effetti della berberina. 
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In particolare, la berberina è un alcaloide antibiotico, infatti le piante che la contengono 
sono usate da molto tempo nella medicina ayurvedica e cinese [187]. Alla berberina sono 
state attribuite proprietà antinfiammatoria e antimicrobica contro una varietà di 
microrganismi inclusi batteri, virus, funghi, protozoi. La berberina in particolare, inibisce 
batteri come Vibrio cholera ed Escherichia coli responsabili della diarrea [188]. 
Ulteriori effetti della berberina sono la stimolazione della contrazione cardiaca, 
l’abbassamento della resistenza vascolare periferica e la pressione sanguigna [189]. 
Uno studio di Xiaoli del 2006 ha riportato anche, che la berberina ha effetti ipoglicemici e 
in relazione a ciò potrebbe essere utilizzata a livello terapeutico per il diabete. 
Possiede anche attività anticancro ed effetti sulla proliferazione e sull’apoptosi in alcune 
linee cellulari tumorali [190;191;192] agendo citotossicamente su diversi tipi di cellule 
cancerose [193]. Recentemente è stato dimostrato che la berberina inibisce l’attività della 
telomerasi umana [194]. La berberina non è tossica  nelle dosi usate clinicamente, e non ha 
mai mostrato di essere citotossica o mutagenica. 
 
 
 
 
Figura 31: Attività della berberina. 
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2.2.4.1 CINETICA 
 
La berberina dimostra una non completa biodisponibilità orale che, evidentemente ne 
limita l’efficacia potenziale. Se dopo somministrazione endovenosa, la berberina dimostra 
infatti una cinetica lineare con un valore di AUC che cresce proporzionalmente al crescere 
della dose iniettata, dopo somministrazione orale la quota di berberina reperibile nel 
plasma inalterata o in forma glucuronidata, è piuttosto bassa. Anche i suoi principali 
metaboliti berberrubina, talifendina, dimetilenberberina reperibili nel sangue liberi o 
glucuronidati, sono, di conseguenza quantitativamente scarsi. In particolare la ridotta 
presenza di berberina a livello plasmatico non è tanto dovuta ad un suo scarso 
assorbimento diretto, quanto ad una massiva riestrusione nel lume intestinale da parte di 
una particolare glicoproteina gp-P. 
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2.2.4.2 BERBERINA E IL METABOLISMO LIPIDICO  
 
Oltre i vari effetti della berberina sopra citati negli ultimi anni diversi studi hanno rivolto la 
loro attenzione al possibile utilizzo della berberina come sostanza ipoglicemizzante e 
ipocolesterolemizzante.   
Recentemente si è osservata per la berberina l’azione ipocolesterolemizzante. Ciò è stato 
provato dal lavoro di Kong W. et al. del 2004, dove gli autori  hanno  preso in 
considerazione 32 pazienti ipercolesterolemici, trattati per tre mesi con 500 mg di 
berberina due volte al giorno. Al termine del trattamento (Tab 1) si è osservata una 
riduzione di colesterolo totale (29%), di LDL (25%) e di trigliceridi (35%) [195]. 
Nello stesso lavoro, con esperimenti condotti su linee cellulari di epatocarcinoma umano, 
si è evidenziato che la berberina aumenta l’espressione del recettore per le LDL mediante 
un meccanismo post-trascrizionale che stabilizza l’mRNA codificante il recettore stesso. 
Inoltre, si è dimostrato che l’aumentata espressione di tale recettore è mediata 
dall’attivazione della chinasi amino-terminale di c-Jun (JNK), una proteina coinvolta nella 
regolazione del ciclo cellulare e nei processi apoptotici [196].  
 
 
Tabella 1: Effetto della berberina sui parametri lipidici in pazienti ipercolesterolemici trattati con 1000 
mg/die per 90 giorni (n=32) in confronto ad un gruppo placebo (n=11) 
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Seguendo questa linea, un altro studio ha valutato l’effetto della cosomministrazione di 
berberina e simvastatina. Tale studio ha utilizzato sia ratti sottoposti ad un regime 
alimentare ricco di grassi saturi e colesterolo che un gruppo di 63 pazienti 
ipercolesterolemici [195]. Negli animali si è osservato che il trattamento con 90 mg/kg/die 
di berberina e 6 mg/kg/die di simvastatina per un mese provoca una riduzione del 46.2% 
dei livelli LDL. L’impiego separato dei due farmaci al medesimo dosaggio, induce invece 
una diminuzione del 2 .   per la berberina e del 2 .3  per la simvastatina. E’ 
particolarmente interessante notare che il risultato ottenuto grazie alla cosomministrazione 
(46.2%) dei due prodotti è equivalente, anche se di poco superiore, a quello ottenuto grazie 
alla sola simvastatina impiegata a dosaggio doppio 12 mg/kg/die (43.2%).  
Invece, per quanto concerne l’associazione berberina/simvastatina in pazienti 
ipercolesterolemici, non sottoposti a precedente terapia farmacologica, sono stati impiegati 
i seguenti dosaggi: berberina 1000 mg/die e  simvastatina 20 mg/die. Un terzo gruppo di 
pazienti è stato trattato con entrambi i prodotti al medesimo dosaggio. Il trattamento con 
berberina o con simvastatina ha portato a riduzioni delle LDL, rispettivamente, del 23.8 e 
del 14.3%. Anche in questo caso la sinergia derivante dalla cosomministrazione dei due 
preparati risulta evidente, dando luogo ad una diminuzione del colesterolo LDL del 31.8%. 
L’andamento del colesterolo totale segue in particolare, un andamento totalmente analogo 
a quello LDL. Infine, mentre la berberina, la simvastatina e la loro associazione provocano 
una notevole riduzione dei trigliceridi (rispettivamente del 22.1, dell’11.4 e del 3 .  ), 
non sono stati evidenziati effetti significativi sul colesterolo HDL. Anche in questo studio, 
come in quello precedentemente citato, non si sono rilevati effetti collaterali avversi o 
anomalie della funzione epatica o renale né per i pazienti in terapia con il singolo prodotto, 
né per quelli in terapia combinata. 
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2.2.4.3 BERBERINA E IL METABOLISMO GLUCIDICO 
Diversi studi si sono occupati del ruolo della berberina nel metabolismo glucidico. In 
particolare, trattando pazienti diabetici affetti da diarrea ad eziologia infettiva, si è scoperta 
la capacità della berberina di ridurre i livelli di zucchero nel sangue. Questa scoperta ha 
portato diversi studiosi a condurre  studi clinici mirati. In particolare, in uno sono stati 
presi in considerazione 60 pazienti ipertesi con diabete di tipo 2. I pazienti sono stati  
trattati con berberina per via orale tre volte al giorno con dosaggi rispettivamente di 300, 
400 o 500 mg, in dipendenza dal valore di glucosio nel sangue misurato al tempo zero. Lo 
stesso trattamento è stato  eseguito su un gruppo di controllo costituito da individui sani. 
Mentre in questi ultimi non  sono state  osservate modificazioni nei livelli di glucosio del 
sangue, per circa il 90% dei pazienti diabetici invece, è stato riscontrato una riduzione 
della glicemia e dei valori pressori statisticamente significativa. In particolare, come 
dimostrato dai risultati ottenuti in vitro e su modelli animali, la diminuzione del livello di 
glucosio indotta dalla berberina sembrerebbe implicare l’inibizione dell’assorbimento degli 
zuccheri nell’intestino e il potenziamento della capacità di produzione dell’insulina. Alcuni 
autori hanno anche avanzato l’ipotesi che, analogamente alla metformina, la berberina 
abbia un effetto diretto sull’attività dell’AMPK nel tessuto adiposo e muscolare [197]. Ciò 
spiegherebbe, oltre all’effetto antidiabetico, anche le diminuzioni della massa adiposa e del 
livello di lipidi nel sangue osservati. In particolare, in uno studio clinico pilota [198]  sono 
stati confrontati gli effetti della somministrazione di berberina o di metformina (entrambe 
alla dose di 500 mg, 3 volte al giorno) per 90 giorni, in due gruppi di 18 pazienti diabetici 
ciascuno. I risultati hanno mostrato  che entrambi i trattamenti sono in grado di migliorare i 
parametri glicemici, con efficienze sostanzialmente analoghe. Infatti, nel gruppo berberina 
il glucosio post-prandiale passa da 20 a 11 mmol/L, mentre il glucosio a digiuno va da 10.5 
a 7 mmol/L. Nel gruppo metformina il glucosio post-prandiale passa da 21 a 13 mmol/L, 
mentre il glucosio a digiuno va da 10 a 7.5 mmol/L. Gli effetti sul quadro lipidico sono 
invece molto differenti: mentre la somministrazione di berberina induce una significativa 
riduzione dei trigliceridi e del colesterolo (totale e LDL), la metformina non sembra avere 
effetti apprezzabili. Da questo studio, infine, non emergono effetti collaterali avversi a 
livello epatico o renale in ambedue i gruppi. In aggiunta e come supporto di quanto appena 
detto, altri lavori hanno evidenziato che la berberina è in grado di migliorare la sensibilità 
all’insulina in modelli di topi insulino resistenti. In particolare, è stato  dimostrato che la 
berberina esercita questo effetto proprio mediante l’attivazione dell’ AMPK. Inoltre, la 
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berberina può ripristinare la disfunzione mitocondriale indotta da una dieta ricca di grassi e 
da condizioni iperglicemiche a livello del muscolo scheletrico. In particolare  è stato  
osservato che gli effetti della berberina di prevenire la disfunzione mitocondriale, di 
aumentare la biogenesi mitocondriale e di attivare l’AMPK sono bloccati in cellule in cui 
viene soppressa l’espressione di SIRT 1. Da quanto appena detto si può quindi 
comprendere che SIRT 1, l’AMPK e la biogenesi mitocondriale hanno un ruolo importante 
negli effetti preventivi della berberina nei riguardi dell’insulino resistenza indotta dalla 
dieta. Quindi sono necessari ulteriori studi volti ad approfondire la relazione tra berberina, 
SIRT 1 e AMPK, per meglio comprendere come poter sfruttare questa sostanza e 
soprattutto la sua azione protettiva verso i disordini metabolici. 
 
 
Figura 32: Azioni della berberina. 
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2.2.5 TIROSOLO 
 
Il tirosolo , 2-(4-idrossifenil)etanolo o 4-(2-idrossi etil)fenolo, è un composto 
monofenolico che è presente in una varietà di fonti naturali. La fonte principale nella dieta 
umana è l'olio d'oliva. Difatti nell’olio extravergine d’oliva alte concentrazioni di tirosolo e 
di idrossitirosolo si trovano presenti sia in forma libera che esterificata, come oleuropeina 
aglicone, di cui rappresentano il prodotto di idrolisi [199;200]. 
 
 
  
                                     
                                            Figura 33: Struttura dell’Oleuropeina 
  
  
                                
    Figura 33:  Struttura del Tirosolo                         Figura 34:Struttura dell’Idrossitirosolo 
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Anche se non è così potente come altri antiossidanti presenti nell’olio d'oliva, il tirosolo è 
un antiossidante; la sua maggiore concentrazione e la buona biodisponibilità indicano che 
esso può avere un importante effetto complessivo [201].  
Molti studi, infatti, mettono in luce le molteplici proprietà del tirosolo, descritto non solo 
come  antiossidante, ma anche come molecola con effetti anti-tumorali, anti-depressivi, 
anti-stress, cardioprotettivi, anti-osteoporosi, anti-infiammatori e neuroprotettivi 
[202;203;204;205;206;207;208;209]. 
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2.2.5.1 EFFETTI DEL TIROSOLO 
L’effetto del tirosolo per quanto riguarda l’attività antinfiammatoria è stato valutato in 
cellule mononucleate umane isolate da sangue periferico ed incubate con LPS, che 
determina sintesi intercellulare di tumor necrosis factor alfa (TNFalfa) e di interleuchina-
1β (IL-1 β) ed il rilascio quasi totale di interleuchina-6 (IL-6). 
Il tirosolo alla concentrazione di 200 nM si è dimostrato capace di ridurre parzialmente, 
anche se in maniera non significativa, la produzione di TNF alfa,  mentre solo a dosaggi 
piuttosto elevati (dell’ordine del micromolare) determinava una riduzione della produzione 
di IL-1 β e di IL-6 .  
Inoltre, il tirosolo a concentrazioni da 40 a 200 microM si è mostrato capace di inibire la 5-
lipossigenasi nei leucociti, riducendo la produzione dei leucotrieni [199]. E’ stato anche 
valutato che l’idrossitirosolo può ridurre l’aggregazione piastrinica indotta da ADP o da 
collagene con una potenza simile a quella dell’aspirina ed inoltre protegge dalla 
disfunzione endoteliale dovuta a diminuzione di ossido nitrico (NO), oltre ad inibire la 
vasocostrizione associata agli effetti dallo stress ossidativo, impedendo che si abbia un 
aumento della pressione del sangue [210]. 
Il tirosolo si è mostrato efficace in un modello sperimentale in vivo di ischemia miocardica 
acuta, dove il trattamento endovenoso 10 min prima dell’occlusione coronarica ha 
significativamente ridotto l'attività aritmica che si verifica durante ischemia e riperfusione 
miocardica [204].  
In merito alla protezione da ischemia e riperfusione miocardia, diversi studi sperimentali 
condotti su un cuore isolato e perfuso hanno dimostrato che il tirosolo ed il vino bianco (in 
cui il tirosolo è particolarmente abbondante) proteggono il cuore dal danno da ischemia / 
riperfusione, riducendo la formazione di radicali tossici dell’ossigeno, l’apoptosi dei 
cardiomiociti e le dimensioni dell’infarto e migliorando il recupero ventricolare post-
ischemico [211;212]. Il tirosolo possiede anche effetti nel metabolismo sia lipidico che 
glucidico. 
 
 
 
 
 
 67 
 
2.2.5.2 TIROSOLO E METABOLISMO 
Per quanto riguarda il suo ruolo nel  metabolismo, il tirosolo  è efficace nell'inibire 
l'ossidazione del colesterolo LDL [Caruso et al., 1999], nel proteggere contro gli effetti 
citotossici e citostatici prodotti dalle LDL ossidate come dimostrato sia nelle cellule della 
mucosa intestinale Caco-2 [208] che in macrofagi RAW 264,7 [213]. 
A questo proposito, uno studio del 2015 [214] si è concentrato sul possibile ruolo del 
tirosolo nel metabolismo dei carboidrati in ratti diabetici.  Il diabete è stato indotto nei ratti 
mediante iniezione singola intraperitoneale di streptozotocina (40mg/kg peso corporeo). 
Gli animali sono stati successivamente trattati con tirosolo ( 1ml, per via intra-gastrica) alle 
dosi di 5,10, 20 mg/kg per  peso corporeo, e con glibenclamide (1 ml per via intra-gastrica) 
alla dose di 600µg/kg per peso corporeo, una volta al giorno per 45 giorni. I risultati 
mostrano, nei ratti usati come controllo, un aumento significativo dei livelli plasmatici di 
glucosio e di emoglobina glicata e  una diminuzione significativa dei livelli plasmatici di 
insulina, di emoglobina totale e del peso corporeo. All’inverso, la somministrazione di 
tirosolo ai ratti diabetici inverte tutti gli effetti sopra descritti, riportando i parametri 
biochimici vicino alla soglia di normalità. Il tirosolo quindi, è in grado di diminuire 
l’iperglicemia attraverso i suoi effetti antiossidanti. 
 
 
 Figura 35: Effetto del Tirosolo sui livelli plasmatici di insulina e glucosio 
La figura 35 mostra l’effetto del tirosolo sui livelli plasmatici di insulina e glucosio, 
ribadendo  come il trattamento con questa sostanza sia in grado di modulare in maniera 
statisticamente significativa i livelli di questi due parametri biochimici in modelli 
sperimentali di diabete. 
Recentemente è stato dimostrato che il tirosolo è in grado anche di indurre in maniera 
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significativa  l'espressione di SIRT 1 [215].  
A questo proposito uno studio del 2008 di Samuel SM., et al. , ha indagato gli effetti del 
tirosolo sull’espressione di SIRT 1 in modelli animali (ratti) di infarto del miocardio (MI). 
Gli animali sono stati  divisi in 4 gruppi ( 24 ratti per ciascun gruppo ) e trattati per 30 
giorni con tirosolo 5 mg/ kg peso corporeo: 1) gruppo controllo SHAM (con intervento 
chirurgico simulato) ; 2) gruppo SHAM trattato con tirosolo; 3) gruppo controllo con MI; 
4) gruppo MI trattato con tirosolo . 
L’analisi dei dati ha evidenziato una diminuzione dei livelli di SIRT 1 nel gruppo controllo 
con MI ( gruppo 3) se comparati con quelli del gruppo controllo SHAM ( gruppo 1).  
Tuttavia, il trattamento con tirosolo comporta un significativo aumento dei livelli di SIRT 
1 nucleare nei gruppi 2 ( aumento di 1.7 volte)  e 4 ( aumento di 3.2 volte) trattati con 
questa sostanza. 
 
Figura 36: Valutazione dell’espressione proteica di SIRT1 nei 4 gruppi animali 
In seguito al trattamento con tirosolo ( 5 mg/ kg peso corporeo per 30 giorni). 
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3. SIRT 1 E IL METABOLISMO 
 
Metabolic functions of mammalian sirtuins in different tissues. 
Sebastián C et al. J. Biol. Chem. 2012;287:42444-42452
©2012 by American Society for Biochemistry and Molecular Biology  
 
Figura 37: Funzione metabolica delle sirtuine dei diversi tessuti. 
 
 
L’attività enzimatica di SIRT 1 dipende dalla presenza del NAD+, per  questo motivo 
risulta chiaro che l’attività di questa proteina è direttamente legata allo stato metabolico 
della cellula.  
A conferma di quanto appena detto, quasi tutte le Sirtuine hanno un ruolo nella regolazione 
del metabolismo energetico e dell’omeostasi, aiutando spesso la cellula ad adattarsi a 
situazioni a basso intake energetico. In particolare, diversi studi presenti in letteratura 
hanno messo in evidenza che processi di acetilazione/deacetilazione di proteine target 
possono determinare un’oscillazione delle cellule tra  metabolismo glicolitico e 
metabolismo ossidativo in funzione della disponibilità energetica.  
A questo proposito, in presenza di diete ad elevato contenuto energetico è promosso 
l’uptake del glucosio e vengono attivati i processi glicolitici. Viene così generato ATP e il 
NAD viene convertito in NADH. In questa situazione, dove si ha un abbassamento dei 
livelli di NAD, l’attività di SIRT1 viene repressa, essendo essa stessa, come già detto in 
precedenza, una deacetilasi NAD dipendente. 
Molti studi hanno dimostrato che in condizioni di eccesso di glucosio si ha un decremento 
dell’attività di SIRT 1, mentre in condizioni di carenza energetica un suo aumento. 
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Una condizione di debole attività di SIRT 1 aumenterebbe lo stato di acetilazione di molti 
enzimi a livello citoplasmatico e nucleare, come dimostrato in Salmonella, dove 
l’acetilazione di molti enzimi glicolitici è maggiore in cellule coltivate in presenza di 
glucosio rispetto a cellule coltivate in presenza di altre fonti di carbonio.  
E’ stato inoltre dimostrato che, in questo contesto, svolge un ruolo importante la sirtuina 
batterica cobB, in quanto in mutanti cobB l’acetilazione degli enzimi glicolitici è 
maggiore. 
Un’ enzima importante regolato da processi di acetilazione/deacetilazione è la 
gliceraldeide 3 fosfato deidrogenasi (GAPDH) che converte la gliceraldeide 3P in 1,3 
bifosfoglicerato nella glicolisi, mentre catalizza la reazione inversa nella gluconeogenesi. 
Si è notato che GAPDH acetilato è più efficace nella reazione glicolitica mentre deacetilato 
nella reazione di gluconeogenesi. 
Quindi, diete ricche di carboidrati attivano la glicolisi, la conversione di NAD in NADH, 
inattivano SIRT 1 e incrementano l’acetilazione di enzimi glicolitici tra cui GAPDH.  
In aggiunta, ulteriori studi hanno messo in evidenza il ruolo di SIRT 1 nel metabolismo 
lipidico dimostrando che in condizioni di deplezione energetica l’attività di SIRT 1 è 
altamente stimolata, provocando la deacetilazione di vari target.  
Un importante target di SIRT1 nel metabolismo lipidico è PGC1-. Infatti, SIRT 1 proprio 
tramite la deacetilazione di PGC1- è in grado di promuovere la biogenesi mitocondriale e 
le reazioni ossidative, incrementando così l’utilizzo degli acidi grassi per ottenere energia. 
L’importante ruolo di SIRT1 nel metabolismo è avvalorato dalla sua relazione positiva con 
AMPK, a sua volta proteina essenziale a livello metabolico. 
Molti studi hanno evidenziato un importante ruolo dell’AMPK nell’ossidazione degli acidi 
grassi, incrementando l’up-take di acidi grassi liberi nei mitocondri del muscolo 
scheletrico. Infatti, AMPK è in grado di incrementare l’uptake di acidi grassi nei 
mitocondri inibendo l’enzima acetil-CoA carbossilasi(ACC), tramite la fosforilazione 
reversibile del suo residuo di serina-79,determinando una riduzione dei livelli intracellulari 
di malonil-CoA e, di conseguenza, la mancata inibizione di CPT 1, che potrà così garantire 
l’importo degli acidi grassi attivati. Alcune ricerche suggeriscono che AMPK possa ridurre 
i livelli di malonil-CoA andando anche a fosforilare e ad attivare l’enzima malonil-CoA 
decarbossilasi (MCD ) [216]. 
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Figura 38:La produzione di malonil-CoA è ridotta dall’inibizione dell’acetilCoA 
carbosillasi β (ACCβ) e dall’attivazione della malonil-CoA decarbossilasi (MCD). 
La riduzione dei livelli di malonil-CoA attiva CPT1, che aumenta l’uptake di acidi 
grassi e la loro ossidazione. 
 
 
 
D’altra parte AMPK assume un ruolo chiave anche nel metabolismo glucidico.   
A questo proposito recentemente è stata evidenziata una relazione tra disregolazione di 
AMPK e insulino resistenza nei roditori.  Ciò è confermato in molti modelli animali con 
insulino resistenza indotta dalla dieta o geneticamente, nei quali si assiste ad una 
diminuzione dei livelli di AMPK. 
Molti studi oggi ipotizzano la presenza di questa relazione anche nell’uomo, ipotesi basata 
sulla conoscenza che i principali farmaci utilizzati nelle patologie correlate all’insulino 
resistenza (es. metformina), sono in grado di attivare l’AMPK in diversi tessuti.  
Similmente a quanto accade con questi farmaci, il resveratroloed altri attivatori dell’asse 
SIRT 1-AMPK, sono in grado di attivare questa proteina in animali insulino-resistenti. 
Queste sostanze sono state dimostrate essere inutili in caso di modelli animali con una 
deficienza di AMPK [217]. 
Altri lavori a supporto di quanto detto mostrano come l’AMPK possa essere attivato in 
condizioni di abbassamento energetico, e di come il segnale attivato, sia in grado di 
stimolare l’uptake di glucosio nel muscolo scheletrico, l’ossidazione degli acidi grassi nel 
tessuto adiposo e di ridurre la produzione di glucosio epatico.  
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Inoltre, ci sono molte evidenze che associano una disregolazione dell’AMPK a sindromi 
metaboliche sia in modelli animali che nell’uomo.  In conclusione, quanto appena visto, 
mostra come un’attivazione dell’AMPK, fisiologica o farmacologica, possa migliorare la 
sensibilità all’insulina e lo stato metabolico globale dell’organismo, e possa assumere un 
ruolo importante in tutte quelle patologie associate proprio ad un’alterazione 
dell’omeostati metabolica, come obesità e diabete. 
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3.1 SIRT 1 E IL FEGATO  
 
 
Figura 39: Sirt 1 e il metabolismo 
 
 
Il fegato è un organo metabolico che controlla aspetti chiave del metabolismo lipidico e 
glucidico in risposta a segnali nutrizionali e ormonali. 
In condizioni di digiuno, il fegato converte i depositi di lipidi e di glicogeno in energia 
disponibile attraverso il processo di β-ossidazione degli acidi grassi e glicogenolisi / 
gluconeogenesi. Durante i pasti invece, il fegato immagazzina energia sottoforma di 
glicogeno e goccioline lipidiche.  
Recenti studi hanno dimostrato che SIRT1 è un importante regolatore del metabolismo 
epatico. Ad esempio, SIRT 1 inibisce TORC2, un mediatore chiave della prima fase della 
gluconeogenesi, durante il digiuno di breve durata [218;219;220].  
Invece, in condizioni di digiuno prolungato vi è, come detto in precedenza, un aumento 
dell’attività deacetilasica di SIRT 1 che, attraverso l'attivazione di PGC-1α e PPAR, 
provoca un  aumento del processo di ossidazione degli acidi grassi e un miglioramento 
dell’omeostasi del glucosio. SIRT 1 nel fegato regola anche l’omeostasi del colesterolo e 
degli acidi biliari attraverso la modulazione diretta dei recettori LXR e FXR, recettori 
nucleari fondamentali che fungono da sensori del colesterolo e degli acidi biliari. Inoltre, 
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SIRT 1 attraverso il signaling dell’AMPK, promuove il catabolismo degli acidi grassi 
[221;222].  
La capacità di SIRT 1 di controllare il metabolismo lipidico epatico è evidenziata in diversi 
studi specifici sul fegato effettuati su topi transgenici. In particolare, Rogers et al., hanno 
dimostrato che il silenziamento di SIRT 1 o la diminuizione della sua espressione, nel 
fegato di topi a digiuno (SIRT 1 LKO – liver-specific knockout mice), provoca una 
riduzione dei geni implicati nell’ossidazionedegli acidi grassi, mentre l’overespression di 
SIRT 1 induce l’espressionedi geni target come PPAR. Come conseguenza di ciò, i topi 
SIRT 1 LKO sono suscettibili alla dislipidemia e alla steatosi epatica dovuta ad una dieta 
ricca di grassi. 
I risultati degli studi suggeriscono che SIRT 1 modula l’attività di PPARα attraverso PGC-
1α, coattivatore di PPARα e target diretto di SIRT 1.  
Oltre alla regolazione degli acidi grassi, si è dimostrato che SIRT 1 regola anche il 
metabolismo del colesterolo attraverso deacetilazione di LXRs. L’attivazione di LXRs è 
vantaggiosa in quanto non solo inibisce l’assorbimento intestinale del colesterolo 
favorendo il suo trasporto inverso, ma esercita anche importanti effetti anti-infiammatori. 
SIRT 1 può deacetilare direttamente LXR provocando un aumento del suo turnover e 
l’espressione dei suoi geni target [223;224]. 
In topi SIRT 1 deficienti si osservano alterazioni del signaling di LXR, questi topi 
mostrano bassi livelli di colesterolo HDL, mentre i livelli di colesterolo LDL sono 
invariati. Poich  l’efflusso di colesterolo è ridotto nei macrofagi e negli epatociti di questi 
topi, è probabile che SIRT 1 eserciti un controllo positivo sull’attività di LXR nello 
stimolare il trasporto inverso di colesterolo in vivo. Un ulteriore studio ha dimostrato come 
l’espressione di un altro gene target di LXR, CYP7A1, è ridotta in assenza di SIRT 1 
epatica. Questa scoperta suggerisce che anche la sintesi di acidi biliari, oltre all’efflusso di 
colesterolo, è influenzata da SIRT 1. È interessante notare che la regolazione di CYP7A1 è 
dipendente dal co-regolatore PGC-1α. 
 
Un altro target chiave nella regolazione metabolica di SIRT 1 a livello epatico è FXR. 
FXR è un importante regolatore dell’omeostasi del colesterolo e degli acidi biliari, che 
regola l’espressione di molti geni coinvolti nel metabolismo degli acidi biliari nel fegato e 
nell’intestino. 
L’acetilazione di FXR inibisce la sua attività e, in condizioni normali, è regolata da p300 e 
SIRT 1. 
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L’inibizione di SIRT 1 a livello epatico aumenta l’acetilazione di FXR, provocando 
alterazioni metaboliche deleterie. Inoltre, i livelli di acetilazione di FXR risultano elevati in 
due modelli murini di disordini metabolici: topi obesi (ob/ob mice) e topi alimentati 
cronicamente con una dieta tipica dei paesi Occidentali (western style mice). In questi 
modelli murini l’overespression di SIRT 1 provoca una diminuzione dell’acetilazione di 
FXR. 
Tutti questi studi provano l’esistenza di una stretta relazione tra SIRT 1 e FXR, e il ruolo 
di SIRT 1 come nuovo target terapeutico. 
 
Oltre a ciò,SIRT 1 può regolare il metabolismo epatico lipidico anche attraverso la 
deacetilazione di SREBP (sterol regulatory element binding protein).  
SREBP è un importante regolatore del metabolismo lipidico, che promuove l’espressione 
di geni lipogenici e colesterologenici coinvolti nell’immagazzinamento dei lipidi.  
Da due recenti studi è emerso che SIRT 1 può deacetilare direttamente SREBP e che gli 
attivatori di SIRT 1 sono in grado di inibire l’espressione dei geni target di SREBP in vitro 
e in vivo. Ciò è associato ad una diminuzione dei livelli di lipidi epatici e di colesterolo e 
ad un’attenuazione della steatosi epatica in topi obesi, geneticamente o indotti dalla dieta 
[225]. 
In sintesi, questi risultati provano l’importante ruolo di SIRT 1 nella regolazione del 
metabolismo epatico lipidico, evidenziando che l’attivazione di SIRT 1 nel fegato potrebbe 
apportare benefici nei trattamenti di patologie associate all’obesità. 
Oltre al metabolismo lipidico, a livello epatico, SIRT 1 è implicata nella regolazione della 
gluconeogenesi. Infatti, una delle preoccupazione per quanto riguarda l’applicazione di 
attivatori di SIRT 1 in malattie del metabolismo lipidico è che possono peggiorare il 
diabete associato all’obesità, a causa di un aumento della gluconeogenesi epatica. Tuttavia, 
non si sono osservati cambiamenti significativi della gluconeogenesi nei topi SIRT 1 LKO  
in risposta a 16 ore di digiuno. 
La gluconeogenesi è regolata da una complessa interazione tra fattori di trascrizione, 
ormonali e coregolatori. In particolare, SIRT 1 deacetila e reprime due importanti fattori 
trascrizionali che sono coinvolti nella fase di digiuno precoce e tardiva, FoxO1 e TORC2, 
mentre deacetila e attiva un altro coattivatore implicato nella gluconeogenesi, PGC-1α. 
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3.1.1 SIRT 1 E IL METABOLISMO LIPIDICO 
 
 
Figura 40: Ruolo di SIRT 1 nel metabolismo lipidico 
 
Il metabolismo lipidico comprende la sintesi dei lipidi, l’uptake, il deposito e l’utilizzo, che 
richiede uno stretto controllo, per esempio, durante i periodi di digiuno o esercizio fisico 
prolungato. Dopo un pasto vi è un aumento dei livelli di insulina che  promuove a livello 
epatico la sintesi dei trigliceridi e il deposito di questi nel tessuto adiposo bianco (WAT), 
in condizioni di digiuno, invece, vi è un aumento dei livelli di glucagone che stimola la 
lipolisi nel WAT e l’ossidazione degli acidi grassi negli altri tessuti. SIRT 1 influenza i 
diversi aspetti dell’omeostasi lipidica nei vari tessuti in particolare nel WAT, nel fegato e 
nel muscolo scheletrico. 
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3.1.1.1 SIRT 1 E LA SINTESI DEI LIPIDI 
 
In condizioni di elevati livelli energetici l’eccesso di glucosio, acidi grassi e aminoacidi 
sono utilizzati dal fegato per sintetizzare gli acidi grassi, che vengono esportati nel WAT 
dove vengono immagazzinati sottoforma di trigliceridi. La sintesi degli acidi grassi 
avviene nel citosol, dove l’acetilCoA e il malonilCoA sono utilizzati come substrati per la 
sintesi catalizzata da una sintasi. Un fattore di trascrizione chiave nel controllo 
dell’espressione dei geni coinvolti nella sintesi dei lipidi è come già detto l’ LXR che in 
parte media il suo effetto attraverso l’induzione della proteina SREBP1c (sterol-response 
element-binding protein 1c). SIRT 1 deacetila e aumenta l’attività trascrizionale di LXR. 
Pertanto, l’attivazione di SIRT 1 potrebbe teoricamente aumentare la sintesi degli acidi 
grassi. Tuttavia, SIRT 1 deacetila anche il target di LXR, SREBP1c, riducendo il suo 
legame ai promotori di geni lipogenici causando quindi la soppressione della sintesi degli 
acidi grassi. Quanto detto è dimostrato dal fatto che topi in cui vi è un overespression di 
SIRT 1sono protetti dalla steatosi epatica, mentre topi SIRT 1 -/- sono inclini a svilupparla. 
Pertanto l’attivazione di LXR mediata da SIRT 1 sembra indirizzare il metabolismo del 
colesterolo, piuttosto che la sintesi dei trigliceridi. 
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3.1.1.2 SIRT 1 E L’IMMAGAZZINAMENTO LIPIDICO 
Gli acidi grassi possono essere immagazzinati sottoforma di piccole gocce di trigliceridi in 
tutte le cellule, ma il deposito principale è rappresentato dagli adipociti del WAT. Lo 
sviluppo degli adipociti a partire dai pre-adipociti è controllato da un complesso 
programma trascrizionale coordinato principalmente dal recettore nucleare PPAR. Diversi 
studi hanno messo in evidenza che in linee cellulari di adipociti differenziati, SIRT 1 
inibisce l’adipogenesi e incrementa la mobilizzazione degli acidi grassi attraverso la 
lipolisi sopprimendo l’attività di PPAR. SIRT 1 effettua ciò favorendo l’aggregazione di 
un complesso corepressore, coinvolgendo NCoR1 e SMRT, sui promotori dei geni target 
di PPAR reprimendone la trascrizione e quindi limitando il deposito di acidi grassi in 
situazioni di restrizione calorica. Diversi studi sulle cellule hanno anche suggerito SIRT 1 
promuove il legame di FoxO1 a PPARreprimendo la sua attività trascrizionale. 
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3.1.1.3 SIRT 1 E L’UTILIZZO DEI LIPIDI 
 
L’ossidazione degli acidi grassi si verifica principalmente nella matrice mitocondriale. 
Pertanto gli acidi grassi a catena lunga devono essere trasportati dal citoplasma ai 
mitocondri, dove subiscono il processo di beta ossidazione per generare l’acetilCoA 
utilizzato per produrre ATP. Il processo di beta ossidazione consuma grandi quantità di 
ossigeno.  Diversi studi hanno dimostrato come     SIRT 1stimola l’ossidazione degli acidi 
grassi in risposta a condizioni di digiuno. Questo si ottiene attivando PPAR  e un suo 
coattivatore, PGC1- che stimolano l’espressione dei geni coinvolti nell’uptake e/o nella 
beta ossidazione. A sostegno di quanto appena detto, l’attivazione di SIRT 1 protegge i 
topi dall’obesità, indotta dalla dieta, incrementando il tasso di ossidazione degli acidi 
grassi. Inoltre, è stato dimostrato che SIRT 1 promuove la beta ossidazione nel fegato. 
Infatti l’induzione dell’ossidazione degli acidi grassi attraverso l’attivazione di PPAR , di 
PGC1- e dei loro geni bersaglio è compromessa durante il digiuno in topi privi di SIRT 1 
nel fegato. Inoltre linee di topi SIRT 1 -/-sono suscettibili a steatosi epatica in condizioni 
standard e di dieta ad alto contenuto di grassi. Inoltre una condizione di steatosi epatica 
migliora ,in modelli di topi geneticamente obesi, in seguito a un overespressione di SIRT 1 
o a un’attivazione di SIRT 1 attraverso l’uso di vari attivatori. Questi risultati supportano il 
fatto che SIRT 1 stimola l’utilizzo dei lipidi [226;227;228;229;230]. 
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3.1.2 SIRT 1 E IL METABOLISMO DEL GLUCOSIO 
 
 
 Figura 41: SIRT 1 e metabolismo del glucosio. 
 
Il mantenimento di una concentrazione costante di glucosio nel sangue è essenziale per 
provvedere ad una adeguata distribuzione di energia ai tessuti e, soprattutto, per garantire 
al cervello un rifornimento costante di glucosio. 
I livelli di glucosio sono regolati attraverso vari processi, tra cui l’uptake intestinale di 
glucosio, l’uptake e l’output di glucosio epatico, l’uso e l’immagazzinamento di glucosio 
nei tessuti periferici [231;232]. 
Il principale ormone coinvolto nella regolazione del glucosio è l’insulina, che promuove 
l’uptake di glucosio nei tessuti periferici (muscolo e tessuto adiposo bianco), la glicolisi e 
l’immagazzinamento di glucosio sotto forma di glicogeno, durante l’assunzione di 
nutrienti. 
Il glucagone contrasta gli effetti dell’insulina infatti stimola la produzione epatica di 
glucosio durante il digiuno. 
Le Sirtuine modulano molti processi coinvolti nel mantenimento dell’omeostasi del 
glucosio nel tessuto adiposo bianco, nel muscolo, nel fegato e nel pancreas [233;234]. 
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3.1.2.1 SIRT 1 E LA GLUCONEOGENESI 
 
La gluconeogenesi è quel processo citosolico che incrementa la produzione di glucosio in 
situazioni in cui le riserve energetiche sono al limite, per esempio durante il digiuno, la 
restrizione calorica o l’esercizio fisico.  
Poich  l’insulina sopprime la gluconeogenesi, la produzione di glucosio epatico durante il 
digiuno e i livelli di glucosio circolante riflettono la sensibilità epatica all’insulina.  
SIRT 1 ha un ruolo duplice e controverso nella regolazione della gluconeogenesi.  
Da una parte, SIRT 1 può sopprimere la produzione di glucosio epatico de acetilando 
CRCT2 (CREB-regulated transcription co-activator 2), azione che porta alla degradazione 
di CRCT2 e alla conseguente riduzione di geni coinvolti nella gluconeogenesi [235;236].  
Dall’altra parte, SIRT 1 può anche stimolare il programma trascrizionale gluconeogenico, 
attraverso la deacetilazione e l’attivazione di FOXO1 e di PGC-1α. 
Sebbene siano ancora in corso molti studi per cercare di chiarire il ruolo delle sirtuine nel 
processo di gluconeogenesi, negli ultimi anni è emersa l’ipotesi che SIRT 1 possa 
funzionare come un sensore dell’insulina. Questa ipotesi è basata sulla presenza di alcuni 
cambiamenti metabolici, come un abbassamento dei livelli di glucosio a digiuno e/o della 
produzione di glucosio epatico, in topi transgenici per SIRT 1.  
Inoltre, nei modelli murini, l’attivazione di SIRT 1 risulta avere un ruolo protettivo verso 
l’insulino-resistenza, genetica o indotta dalla dieta, mentre, nell’uomo, l’espressione di 
SIRT 1 nel tessuto adiposo risulta correlata positivamente con la sensibilità all’insulina, 
durante condizioni di iper-insulinemia. 
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3.1.2.2 SIRT 1 E LA GLICOLISI 
La glicolisi è la principale via per l’utilizzo di glucosio nella fase di assunzione di 
nutrienti, nella quale il glucosio è catabolizzato in piruvato nel citosol. 
In condizioni anaerobiche (per esempio durante l’esercizio muscolare), il piruvato è 
convertito in lattato dalla lattato deidrogenasi. 
In condizioni aerobiche, invece, l’energia è rilasciata dal glucosio attraverso la sua 
ossidazione, un processo in cui il piruvato e gli equivalenti ridotti producono, durante la 
glicolisi, il carburante utilizzato nei mitocondri per la generazione di ATP [237;238]. 
Numerosi studi si sono concentrati sul ruolo delle diverse sirtuine nella glicolisi. 
Oggi e’ noto che SIRT 1 inibisce la glicolisi attraverso l’attivazione di PGC-1α, che va ad 
attenuare la trascrizione dei geni glicolitici. Inoltre, SIRT 1, SIRT 3 e SIRT 6 sono in 
grado di sopprimere il fattore di trascrizione HIF1α, e questo porta ad una diminuizione 
della glicolisi e ad un aumento del metabolismo ossidativo. SIRT 1 sopprime direttamente 
HIF1α attraverso la deacetilazione. 
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3.1.3 SIRT 1 E LA SECREZIONE DI INSULINA 
 
La secrezione di insulina dalle cellula beta-pancreatiche è un processo strettamente legato 
ai livelli di glucosio nel sangue, attraverso una complessa via di segnalazione.  
Una volta entrato nelle cellule beta-pancreatiche, attraverso il trasportare di glucosio 2 
(GLUT 2),il glucosio è metabolizzato, attraverso la sua ossidazione, per ottenere ATP 
[239;240]. 
Il conseguente aumento del rapporto ATP/ADP porta alla chiusura dei canali del potassio 
ATP-dipendenti, depolarizzando le cellule beta-pancreatiche e permettendo l’afflusso di 
calcio e il rilascio di insulina nel plasma. Sebbene il glucosio sia il più potente stimolatore 
della secrezione di insulina, questa può essere prodotta anche da alcuni aminoacidi. 
SIRT 1 è in grado di indurre la secrezione di insulina stimolata dal glucosio, aumentando 
la quantità di ATP prodotta durante l’ossidazione del glucosio. Questo è permesso grazie a 
UCP2 (trascriptional repression of uncoupling protein 2), appartenente ad una famiglia di 
carrier mitocondriali. UCP2 dissipa il gradiente protonico tra lo spazio intermembrana e la 
matrice mitocondriale, disaccoppiando il trasporto degli elettroni dalla sintesi di ATP 
durante la fosforilazione ossidativa [241;242].  
La relazione tra SIRT 1 e UCP2 è stata dimostrata in modelli murini, nei quali SIRT 1 è 
stata overespressa specificatamente nelle cellule beta-pancreatiche (BESTO MICE), 
provocando un aumento nella stimolazione dell’insulina ed una maggiore tolleranza verso 
il glucosio.  
Dall’altra parte, invece, la deficienza di SIRT 1 porta ad un aumento dei livelli di UCP2 e 
ad una diminuita secrezione di insulina [243;244;245].  
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3.1.4 SIRT 1 E OBESITA’ 
 
La combinazione tra eccessivo apporto calorico, mancanza di attività fisica e 
predisposizione genetica hanno reso l’obesità e le patologie ad essa associate un’epidemia 
globale. 
Il quadro è ancora più aggravato dal fatto che l’obesità è quasi sempre correlata ad altre 
malattie, tra queste le disfunzioni cardiocircolatorie, il diabete mellito di tipo 2, le 
patologie a carico del sistema osteoarticolare, l’ictus, la sindrome da apnea notturna e 
alcuni tipi di tumore [246;247]. 
Secondo la definizione dell’Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS) l’obesità è una 
malattia cronico degenerativa, caratterizzata da un eccesso di tessuto adiposo (massa 
grassa),in misura tale da influire negativamente sullo stato di salute. 
 
 
Figura 42: Modello murino di obesità indotta dalla dieta 
 
Il tessuto adiposo è formato da cellule dette adipociti ed è diviso in tessuto adiposo 
bianco (WAT) e tessuto adiposo bruno (BAT) [248;249;250]. 
Mentre il tessuto adiposo bruno è caratterizzato da proprietà termogeniche e ha 
esclusivamente la funzione di produrre calore, il tessuto adiposo bianco ha una funzione 
termoisolante, funge da cuscinetto protettivo in diverse parti del corpo ed è coinvolto 
nell’immagazzinamento dei lipidi e nel rilascio di citochine infiammatorie. 
Sebbene l’obesità possa essere dovuta a diversi fattori sistemici, la differenziazione e la 
funzione degli adipociti (bruni e bianchi) gioca un ruolo primario nella determinazione del 
contenuto di grasso di un individuo [251;252].  
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Come già accennato precedentemente, PPARγ assume un ruolo fondamentale nella 
differenziazione degli adipociti, così come nel metabolismo energetico, mentre PGC-1α è 
un regolatore essenziale nella biogenesi mitocondriale in diversi tessuti, compresi il 
muscolo scheletrico e il tessuto adiposo. 
Negli individui obesi si ha un aumento della quantità e delle dimensioni degli adipociti, 
mentre negli individui sotto regime di restrizione calorica si osserva una diminuzione di 
massa grassa e, in particolare, di tessuto adiposo bianco. 
SIRT 1, reprimendo l’attività di PPARγ, agisce come regolatore negativo del processo 
adipogenico, andando ad influenzare la formazione e la funzione degli adipociti. 
Più precisamente, nel tessuto adiposo bianco in risposta a restrizione calorica, SIRT 1 lega 
PPARγ attraverso il cofattore PGC-1α e, deacetilandoli,  influenza l’espressione dei geni 
correlati. Questo causa anche uno shifting metabolico in favore della lipolisi, promuovendo 
la mobilizzazione degli acidi grassi liberi [253;254;255]. 
 
 
 
    Figura 43: Interazione di SIRT 1 con PGC-1α 
 
Mentre è stato chiarito il ruolo di SIRT 1 nel tessuto adiposo bianco, non è così quando si 
parla di tessuto adiposo bruno. 
Da alcuni studi è emerso che SIRT 1 potrebbe essere coinvolta nella differenziazione del 
tessuto adiposo bruno, attraverso la repressione dell’espressione di geni miogenici, e la 
stimolazione di geni mitocondriali. 
Inoltre, SIRT 1 è ampiamente espressa nell’ipotalamo  dove sembra essere coinvolta nella 
regolazione dell’omeostasi energetica, nell’intake di cibo e nel peso corporeo.  
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In condizioni di digiuno, l’espressione di SIRT 1 è up-regolata nell’ipotalamo; ciò è 
associato con un aumento dello stimolo della fame indotto dal digiuno, e, presumibilmente, 
fa parte delle complesse reazioni di adattamento contro la perdita di peso dovuta alla 
restrizione calorica. 
D’altra parte, l’inibizione farmacologica di SIRT 1 nell’ipotalamo di roditori, porta ad una 
diminuzione dell’intake di cibo e del peso corporeo, suggerendo che l’inibizione di SIRT 1 
nell’ipotalamo possa inibire l’appetito e che SIRT 1 sia necessaria per le reazioni di 
adattamento indotte dalle restrizione calorica. 
Gli studi hanno messo in evidenza che, nei topi, una ridotta espressione di SIRT 1 nel 
tessuto adiposo è associata con l’obesità. 
Le condizioni che portano ad una ridotta espressione di  SIRT 1 nel tessuto adiposo bianco 
stimolano l’adipogenesi e,  durante il digiuno, compromettono la mobilizzazione degli 
acidi grassi dagli adipociti [257;258].  
Le condizioni che, invece, promuovono un aumento di SIRT 1 nel tessuto adiposo bianco 
attenuano l’adipogenesi e incrementano la lipolisi. 
In aggiunta a ciò, studi con topi transgenici nei quali SIRT 1 è stata moderatamente 
overespressa, hanno messo in luce il ruolo di SIRT 1 come protettore verso l’obesità. 
Nell’uomo, le informazioni disponibili riguardo alla relazione tra peso corporeo e sirtuine, 
derivano da studi osservazionali o basati sulla restrizione calorica. 
A questo proposito, uno studio ha comparato il livello di espressione di SIRT 1 (mRNA) in 
donne magre versus (vs) obese; nelle donne magre è stato riscontrato un livello di 
espressione SIRT 1, nel tessuto adiposo, due volte maggiore rispetto alle donne obese. 
Un altro studio ha confermato la correlazione positiva tra espressione di SIRT 1 nel tessuto 
adiposo, spesa energetica e sensibilità all’insulina in 247 individui non diabetici, figli di 
pazienti con diabete di tipo 2. 
In un terzo studio i ricercatori sono andati a determinare l’espressione di SIRT 1- SIRT 7 
nel sangue periferico (cellule mononucleate) di 54 soggetti, 41 con una normale tolleranza 
al glucosio e 13 con sindrome metabolica.  
Questo studio ha evidenziato un’associazione negativa tra SIRT 1 ed obesità e, inoltre, un 
basso livello di SIRT 1 è stato associato con insulino resistenza e sindrome metabolica. 
Questi dati sono stati confermati anche da altri studi.  
In conclusione, quello che si evince dagli studi sull’uomo appare chiaro, similmente a 
quanto emerso anche dagli studi sugli altri mammiferi, ovvero che l’espressione delle 
sirtuine nell’uomo è in grado di rispecchiare i cambiamenti dell’intake calorico [259;260]. 
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3.1.5 SIRT 1 E IL DIABETE DI TIPO 2 
 
 
Negli ultimi anni, l’incidenza e la prevalenza del diabete ha subito un incremento notevole 
in tutto il mondo, dovuto soprattutto all’aumento del diabete mellito di tipo 2 (T2DM). 
Il diabete mellito di tipo 2 (chiamato anche diabete mellito non insulino-dipendente, 
NIDDM) o diabete dell'adulto, è una malattia metabolica caratterizzata da glicemia alta in 
un contesto di insulino resistenza e insulino-deficienza relativa.  
Si differenzia dal diabete mellito di tipo 1, in cui vi è una carenza assoluta di insulina 
dovuta alla distruzione delle Isole di Langherhans del pancreas [242]. 
Il diabete, a lungo termine, sfocia in cambiamenti e disfunzioni vascolari, e queste 
complicazioni vascolari sono la principale causa di morbidità e mortalità nei pazienti con 
questa patologia. 
Nonostante  siano  presenti sul mercato molti farmaci specifici per il diabete, non  è 
semplice tenere sotto controllo i livelli di glucosio nel sangue per lunghi periodi di tempo. 
Per questo, lo sviluppo di trattamenti addizionali e di nuove strategie terapeutiche per il 
T2DM è una questione di grande attualità.L’invecchiamento è implicato in molti disordini 
metabolici, tra cui proprio il diabete, tanto che è considerato uno dei principali fattori di 
rischio nello sviluppo iniziale del T2DM. 
 
 
Figura 44: Principali caratteristiche del Diabete di tipo 2. 
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A questo proposito assume un ruolo importante la restrizione calorica. 
Molti studi hanno rivelato la sua importanza nel ritardare non solo l’invecchiamento, ma 
anche le patologie ad esse associato, incluso il diabete, il cancro, le patologie 
cardiovascolari e l’atrofia cerebrale.  
Una delle molecole attraverso cui la restrizione calorica agisce e apporta benefici è SIRT 1. 
SIRT 1 può partecipare al controllo dell’omeostasi del glucosio attraverso i seguenti 
meccanismi: regolando la secrezione di insulina e la protezione delle cellule  del 
pancreas; migliorando la resistenza all’insulina attraverso la modulazione del signaling 
dell’insulina; riducendo l’infiammazione; aumentando  la mobilizzazione dei lipidi e la 
secrezione dell’adiponectina; controllando l’ossidazione degli acidi grassi e la biogenesi 
mitocondriale e regolando la produzione epatica di glucosio e i ritmi circadiani, il muscolo 
scheletrico il tessuto adiposo, i monociti/macrofagi e il fegato [243].  
Diversi studi hanno suggerito che SIRT 1 partecipa nella regolazione della secrezione 
dell’insulina da parte delle cellule  del pancreas. In particolare l’overespression di SIRT 1 
nelle cellule , incrementa la produzione di ATP reprimendo in questo modo la proteina 
disaccoppiante UCP 2. Questo processo media il disaccoppiamento della sintesi di ATP 
dal glucosio , gli elevati livelli di ATP determinano una depolarizzazione della membrana 
cellulare attivando in questo modo l’esocitosi di insulina che è un processo Ca2+ 
dipendente. Topi carenti di SIRT 1 nelle loro cellule , producono meno ATP in risposta al 
glucosio rispetto a topi normali. SIRT 1 in particolare deacetilando FoxO1 promuove la 
trascrizione di NeuroDeMafA, preservando la produzione di insulina e promuovendo la 
sopravvivenza delle cellule  in vivo. Inoltre, Lee et al. Hanno dimostrato che SIRT 1 
protegge le cellule  da diversi tipi di stress, per esempio lo stress ossidativo e l’azione 
delle citochine, sopprimendo il signaling NF-B. Si è visto anche che l’overespression di 
SIRT 1 nelle cellule  di topi (BESTO) migliora la tolleranza al glucosio e la secrezione di 
insulina in risposta al glucosio. Inoltre, l’attività di SIRT 1 diminuisce con l’età a causa di 
un decremento della biosintesi del NAD alterando la secrezione di insulina in risposta al 
glucosio da parte delle cellule . Tuttavia la somministrazione di 
nicotinamidemononucleotide, un metabolita importante nel mantenimento della normale 
biosintesi del NAD, ripristina la secrezione di insulina e migliora la tolleranza al glucosio 
nel topi Besto invecchiati. Questi risultati indicano che SIRT 1 modula la produzione di 
ATP in risposta al glucosio e la secrezione di insulina attraverso l’UCP 2, FoxO1 il 
metabolismo del NAD, determinando effetti protettivi contro vari stress [244].  
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SIRT 1 può interagire direttamente sul signaling dell’insulina attraverso diversi 
meccanismi. SIRT 1 reprime l’espressione della tirosina fosfatasi 1B, che regola 
negativamente il signaling dell’insulina nel muscolo scheletrico attraverso la 
defosforilazione di residui di tirosina sul recettore dell’insulina (IR) e sul substrato del 
recettore dell’insulina (IRS). Inoltre, Zhang osservò che SIRT 1 regola la fosforilazione 
della tirosina indotta da insulina di IRS-2 attraverso la sua deacetilazione . Sebbene in uno 
stato basale IRS-2 è acetilato, il trattamento con insulina determina la fosforilazione della 
tirosina di IR, ciò recluta gli IRSs, tra cui IRS-1 e IRS-2, al suo dominio chinasi. 
L’acetilazione di residui di lisina di IRS-2 impediscono alla chinasi IR di fosforilare i 
residui di tirosina di IRS-2. La fosforilazione dei residui di tirosina di IRS-2 richiede 
deacetilazione dei residui di lisina da parte di SIRT 1. IRS 2 fosforilata trasmette il 
signaling dell’insulina ai bersagli a valle tra cui Akt. Inoltre , Froido et al. hanno 
dimostrato che l’espressione di SIRT 1 è diminuita in biopsie muscolari e di miotubi 
primari ottenute da soggetti affetti da diabete di tipo 2 e che questo effetto è dovuto 
probabilmente a moodifiche post-trascrizionali in quanto non sono state osservate 
differenze nei livelli di mRNA tra i controlli e i diabetici. 
 
 
 
 
Figura 45: Pathway dell’insulina 
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Altri studi hanno dimostrato che SIRT 1 può interagire, in maniera insulino dipendente, 
con p85, la subunità adattatrice di  PI3K (fosfoinositide 3 chinasi) e, a concentrazioni di 
insulina fisiologiche, può modularne il segnale nelle cellule muscolari scheletriche.  
In alternativa SIRT 1 può interagire direttamente con  PI3K, andando così a regolare 
positivamente il pathway dell’insulina. 
L’infiammazione tissutale cronica di basso grado è una componente eziologica importante 
del T2DM [242]. 
A questo proposito, è stata provata la presenza di livelli elevati di citochine 
proinfiammatorie nel sangue, come TNF-α, IL  e CRP, in individui con insulino resistenza 
e T2DM. 
L’attivazione dei monociti nella circolazione e nel tessuto adiposo porta al rilascio di 
mediatori dell’infiammazione. Inoltre, i macrofagi che si trovano nel tessuto adiposo 
possono essere fonte di fattori di infiammazione e possono modulare l’attività secretoria 
degli adipociti. 
I macrofagi tissutali, derivati dai monociti del sangue, giocano un ruolo centrale nel 
coordinare e nell’iniziare la risposta infiammatoria tissutale correlata all’obesità.  
Per questo, la soppressione dell’overproduzione di citochine proinfiammatorie nei 
macrofagi e negli adipociti sembra poter migliorare l’insulino resistenza e il T2DM. 
Nell’uomo, bassi livelli di espressione di SIRT 1 nei monociti circolanti, sono stati 
associati con la sindrome metabolica, l’insulino resistenza e l’intolleranza al glucosio. 
Dagli studi è emerso che SIRT 1 potrebbe contribuire alla regolazione dell’infiammazione 
nei macrofagi e nel tessuto adiposo dell’uomo.  
Il knockout di SIRT 1 in cellule mieloidi di topo, alimentati con una dieta ricca di grassi, 
ha mostrato alti livelli di macrofagi attivati nel fegato e nel tessuto adiposo, predisponendo 
questi animali allo sviluppo dell’insulino resistenza e di disordini metabolici. 
L’importanza di SIRT 1 in questi processi è legata al fatto che interagisce con NF-kB, lo 
inibisce, portando così alla soppressione del processo infiammatorio [244].  
Anche gli adipociti hanno un ruolo importante nello sviluppo dell’insulino resistenza e del 
T2DM, dovuto al fatto che possono accumulare un eccesso di lipidi saturi e produrre 
adipochine. 
Due fattori chiave nella biogenesi e nelle funzioni degli adipociti sono PPARγ e PGC-1α. 
La relazione tra questi e SIRT 1 è già stata discussa precedentemente, parlando della 
relazione tra SIRT 1 e obesità.Un’altra proteina che merita un accenno in questo contesto è 
l’adiponectina. 
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L’adiponectina esercita effetti anti-diabetici, e i suoi livelli nel plasma risultano diminuiti 
in situazioni come l’obesità, l’insulino resistenza e il T2DM. 
La somministrazione di adiponectina induce un abbassamento dei livelli di glucosio e un 
miglioramento dell’insulino resistenza. Tutto ciò è confermato dal fatto che topi privi di 
adiponectina mostrano insulino resistenza e diabete. I meccanismi attraverso cui 
l’adiponectina esercita questi effetti potrebbero essere mediati da un aumento 
dell’ossidazione degli acidi grassi attraverso l’attivazione di AMPK e di PPARγ. In 
aggiunta, SIRT 1 regola l’espressione dell’adiponectina  negli adipociti, mentre  FOXO1 
forma un complesso trascrizionale con C/EBPα (CCAAT/ enhancer- binding protein α), a 
livello del promotore dell’adiponectina murina. Quindi, SIRT 1 deacetila FOXO1 e 
potenzia  questa interazione con C/EBPα, incrementando la trascrizione del gene che 
codifica per la adiponectina negli adipociti. 
 
 
Figura 46: Principali conseguenze legate al deficit di insulina 
 
 
SIRT 1 può influenzare anche il metabolismo glucidico e lipidico e l’insulino resistenza 
attraverso la modulazione della funzione mitocondriale. In condizioni di deprivazione di 
nutrienti il mantenimento energetico si realizza attraverso un incremento dell’ossidazione 
degli acidi grassi nel muscolo scheletrico. Alcuni studi hanno evidenziato una riduzione 
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della fosforilazione ossidativa mitocondriale e un maggiore accumulo di lipidi nelle cellule 
muscolari scheletriche di pazienti insulino resistenti con diabete di tipo 2 e in individui 
anziani. In particolare, questi dati indicano che difetti nella funzione mitocondriale 
possono svolgere un ruolo importante nella patogenesi T2DM. Un importante componente 
che guida i processi ossidativi nei mitocondri è il coattivatore trascrizionale PGC1-. 
L’attivazione di PGC1- nel muscolo scheletrico comporta un’efficiente ossidazione degli 
acidi grassi. Inoltre mantiene elevato il numero di mitocondri attivi e di proteine ossidative, 
i cui livelli diminuiscono nei pazienti affetti da diabete di tipo 2. Quindi, attraverso la 
regolazione di PGC1-, SIRT 1 modula le funzioni mitocondriali e l’omeostasi 
metabolica, incrementa il consumo di ossigeno nelle fibre muscolari, induce l’espressione 
dei geni OXPHOS e la biogenesi mitocondriale. Inoltre SIRT 1 può regolare l’attivazione 
di PPAR- attraverso la deacetilazione di PGC-1 portando ad un incremento 
dell’ossidazione degli acidi grassi. Così, l’attivazione di SIRT 1 può migliorare l’insulina 
resistenza incrementando accelerando l’ossidazione degli acidi grassi e la biogenesi 
mitocondriale nel muscolo scheletrico. Ulteriori studi hanno dimostrato che PGC-1 
determina un’upregulation dell’espressione del trasportatore del glucosio (GLUT4)  e del 
trasporto di glucosio in miotubi di topi C2C12. Gli effetti di PGC-1 sull’attivazione 
dell’espressione del gene GLUT4 riflettono nella maggiore capacità dei miociti di 
trasportare il glucosio, suggerendo che l’attivazione di PGC-1 regolata da SIRT 1 
influenza la sensibilità all’insulina.  
Come già detto il fegato gioca un ruolo chiave nel metabolismo glucidico. La produzione 
di glucosio da parte del fegato è controllata da una complessa rete di fattori trascrizionali. 
Durante la fase iniziale del digiuno, il glucagone induce CREB (cyclic-AMP response 
element-binding) e CRTC2 (CREB-regulated transcription coactivator 2) per avviare 
l’espressione dei geni coinvolti nella gluconeogenesi che forniscono il glucosio necessario 
all’organismo. Nella fase tardiva del digiuno SIRT 1 è attivato e deacetila CRTC2  per 
ridurre gli effetti del glucagone. Inoltre, allo stesso tempo SIRT 1 può attivare PGC1- e 
FoxO1 deacetilandoli, con conseguente induzione dei geni correlati alla gluconeogenesi. 
Così SIRT 1 partecipa alla regolazione dello switch metabolico che controlla il passaggio 
dalle iniziali alle tardive fasi della gluconeogenesi durante il digiuno per mantenere 
l’omeostasi del glucosio. 
Al contrario vari studi utilizzando modelli animali hanno indicato che SIRT 1 può avere 
azione antidiabetica. Topi transgenici con una moderata overespression di SIRT 1  
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esibiscono una migliore tolleranza al glucosio a causa di una riduzione dell’output di 
glucosio dal fegato. In aggiunta Wang et al. hanno dimostrato che SIRT 1 regola 
negativamente la gluconeogenesi. In topi deficienti di SIRT 1 nel fegato, la ridotta 
espressione di Rictor, che è un componente chiave del complesso mTORC2 e l’aumentata 
espressione di G pase e Pepck stabiliscono un’iperglicemia cronica. Tuttavia, altri topi 
knockout SIRT 1 nel fegato mostrano livelli normali di glucosio sia in condizioni di 
digiuno sia dopo i pasti. Inoltre una diminuizione acuta di SIRT 1 nel fegato di topi o nel 
fegato di ratti diabetici riduce la produzione basale di glucosio epatica e aumenta la 
capacità di risposta dell’insulina al glucosio. 
Si è dimostrato anche, che SIRT 1 regola la gluconeogenesi attraverso la deacetilazione di 
trasduttori del segnale e di attivatori trascrizionali (STAT 3).STAT 3 sopprime la 
gluconeogenesi attraverso l’inibizione dell’attività trascrizionale dell’espressione dei geni 
implicati nella gluconeogenesi. SIRT 1 deacetila STAT 3 causando una diminuizione della 
sua attività. Pertanto SIRT 1 induce l’output di glucosio dal fegato in risposta al digiuno 
attraverso la deacetilazione e quindi l’inibizione di STAT 3. Questi risultati indicano che 
SIRT1 ha un ruolo complesso nella regolazione del metabolismo del glucosio epatico in 
condizioni diverse attraverso l'alterazione nell’espressione dei geni coinvolti nella 
gluconeogenesi e la modulazione dell’attività di CTRC2, PGC-α, FOXO1, e STAT3 [245]. 
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4. SCOPO DELLO STUDIO. 
 
L’importante ruolo che SIRT 1 assume nell’organismo e nelle patologie sopra trattate, ha 
concentrato enormemente l’attenzione del mondo scientifico su questa proteina, non solo 
per chiarire ulteriormente il suo ruolo nei processi fisiopatologici, ma, soprattutto, alla 
ricerca di meccanismi o sostanze in grado di potenziarne l’attivazione. 
A tal proposito negli ultimi anni sono stati pubblicati molti studi sperimentali, nei quali è 
stato evidenziato che il più potente attivatore di SIRT 1 è il RESVERATROLO. 
Questo composto, presente in quantità apprezzabili nell’uva e nel vino rosso, è in grado di 
incrementare notevolmente l’attività di SIRT 1. 
Sebbene molti siano i lavori che esaltano il ruolo del resveratrolo in questo contesto, 
dall’altra parte, tuttavia, molti lavori si stanno oggi giorno  focalizzando sulla ricerca di 
altre sostanze che possano essere in grado di mimare l’azione del resveratrolo ed andare ad 
attivare SIRT 1, soprattutto cercando tra quelle sostanze che siano in grado di superare i 
limiti del resveratrolo, primi tra tutti la sua biodisponibilità e la sua cinetica.  
Sulla base di queste premesse, questa tesi sperimentale si pone come scopo generale quello 
di confermare i dati presenti in letteratura sul resveratrolo per quanto concerne la sua 
relazione con SIRT 1,  valutare l’effetto di  diverse sostanze naturali e non tossiche per le 
cellule e per l’organismo sull’attivazione di SIRT 1, confrontandolo con quello dovuto al 
resveratrolo, ed , infine, valutare l’effetto delle medesime sostanze su AMPK . 
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5. MATERIALI E METODI 
 
5.1 COLTURE CELLULARI 
Le linee cellulari utilizzate sono state le HeLa.  
Le HeLa sono una linea cellulare tumorale umana isolata da un cancro della cervice 
uterina; si tratta di cellule immortalizzate, altamente stabilizzate e molto più resistenti delle 
altre cellule tumorali. Queste sono state coltivate in un terreno di coltura completo, 
composto da DMEM (Dulbecco’smodifiedEagles’s medium-Sigma) al quale è stato 
aggiunto siero fetale bovino al 10% (Sigma), penicillina-streptomicina all’1  (Sigma) ed 
L-glutammina all’1  (Sigma).  
Le colture cellulari sono state seminate in fiasche di plastica e mantenute in incubatore a 
37° C, in presenza di anidride carbonica (5%) per mantenere il pH a 7.4.  
Le cellule sono state fatte crescere fino ad una confluenza dell’  0  per poi essere 
tripsinizzate, contate con la camera di Burker e piastrate (200.000cell/pozzetto). 
Circa 24 ore prima dell’inizio dell’esperimento, il medium completo nei pozzetti è stato 
cambiato con medium privo di siero, ed è stata così effettuata una starvation overnight. 
Le diverse sostanze utilizzate per il trattamento delle cellule [ Resveratrolo (5-10 μM),  
Berberina (5-10 μM), Acido Ferulico (25-50 μM), Tirosolo (10-20 μM) e Quercetina (10, 
25μM)], sono state preparate mediante opportuna solubilizzazione con DMSO, utilizzato a 
concentrazioni non tossiche per la cellula (v/v <0,5%). 
Il giorno dell’esperimento sono state aggiunte nelle piastre le sostanze alle diverse 
concentrazioni considerate e lasciate in incubazione per 3 o 6 ore. 
Al termine della fase di incubazione, dopo aver aspirato il medium dai pozzetti, sono stati 
aggiunti, in ciascuno di essi, 130 μl di lisi buffer, composto da una soluzione di RIPA 
buffer (Tris.HCl a pH 8.0, NaCl, EDTA, Triton, SDS) a cui sono stati aggiunti un cocktail 
di inibitori di proteasi (Pepstatina, Leucopeptina, Aprotinina, PMSF) e di fosfatasi (Sodio 
ortovanadato 1 μM, Sodio pirofosfato 10 μM, Sodio fluoruro 20 μM).  
Dopo aver proceduto con lo screpaggio, i campioni sono stati raccolti in ghiaccio, 
vortexati, centrifugati, ed infine è stato prelevato il  sovranatante, che conteneva le proteine 
di interesse. Una parte del lisato è stata trasferita in una eppendorf il cui contenuto proteico 
è stato quantificato allo spettrofotometro, utilizzando un kit commerciale basato sulla 
metodica di Bradford. Le concentrazioni finali sono espresse in µg/µL.  
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5.2 WESTERN BLOT 
 
I campioni, prima del caricamento su gel, sono stati opportunamente diluiti con il Laemmli 
Buffer (Tris.HCl 0.5 M pH 6.8, SDS 20%, glicerolo, 2-mercaptoetanolo, blu di 
bromofenolo 0.2). 
Questo tampone ha il compito di conferire un elevato peso molecolare al campione (grazie 
alla presenza di glicerolo), e una colorazione blu intensa (per la presenza del colorante blu 
di bromofenolo), in modo da agevolare le operazioni di caricamento del campione sul gel 
di elettroforesi (70 µg/µL per pozzetto); la presenza di SDS (sodio dodecil-solfato), 
sostanza che denatura le proteine, conferisce loro una carica negativa, cosicché, durante la 
fase di elettroforesi, le proteine si possono separare solo in base al loro peso molecolare e 
non alla propria carica.  
Il tutto è stato fatto bollire per 5 minuti per completare la denaturazione già avviata 
dall’SDS.  
Per la separazione elettroforetica è stato usato un gel di poliacrilammide, composto da due 
parti, una inferiore denominata gel di corsa (Running gel), contenente acrilamide (ammide 
dell’ acido acrilico) al 12  (acrilammide/bis-acrilammide 30%), in cui avviene la 
separazione delle proteine, ed una superiore, chiamata gel di caricamento (Stacking gel), 
contenente acrilamide al 10%, dove sono stati  costruiti i pozzetti per il caricamento del 
campione.  
La corsa elettroforetica è stata eseguita facendo passare una corrente a 200V per circa 1 
ora, o comunque fino a quando il fronte non ha raggiunto il fondo del gel.  
Una volta terminata la corsa, le proteine sono state trasferite dal gel ad una membrana di 
polivinildenfluoruro (PVDF).  
Il trasferimento è stato eseguito facendo passare un voltaggio pari a 100V per 1 ora. 
La membrana è stata poi posta in una soluzione di bloccaggio (per prevenire le interazioni 
non specifiche tra anticorpo e membrana), composta da latte magro in polvere al 5% 
diluito in TBS-Tween 1 × (TBS 1x, Tween20 0,1%, T-TBS) per SIRT1/ AMPKtotale e da 
albumina (BSA, bovine serumalbumin) al 5% in T-TBS per AMPKfosforilato, per 1 ora in 
agitatore e a temperatura ambiente. 
Per la determinazione di Sirt1, si è proceduto all’incubazione con l’anticorpo primario 
(AbI° anti-Sirt1, rabbit, alla diluzione di 1:1000 in T-TBS + BSA 5%) a 4°C overnight.  
Per ottenere un’accurata valutazione quantitativa dell’espressione di SIRT1, questa 
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proteina è stata normalizzata con un housekeeping, la β-actina (AbI° anti-β actina, mouse, 
alla diluizione 1:1000 in T-TBS + BSA al 5%). Per quanto riguarda, invece, l’AMPK sono 
stati utilizzati i seguenti anticorpi primari: AbI° anti-AMPK fosforilato, rabbit, alla 
diluizione di 1:200 in T-TBS + BSA 5%, AbI° anti-AMPK totale, rabbit,  alla diluizione di 
1:200 in T-TBS + BSA 5 . Per ottenere un’accurata valutazione quantitativa 
dell’espressione di AMPK fosforilato, questa proteina è stata normalizzata con l’AMPK 
totale.  
Il giorno seguente, dopo aver recuperato i rispettivi anticorpi primari ed effettuato una 
serie di lavaggi in T-TBS, la membrana è stata incubata con i seguenti anticorpi secondari: 
- AbII° goat anti-rabbit diluito 1:5000 in TBS-Tween + BSA 5%, per 1 ora a temperatura 
ambiente in agitazione (per SIRT1); 
- AbII° goat anti-rabbit diluito 1:2000 in TBS-Tween + BSA 5%, per 1 ora a temperatura 
ambiente in agitazione (per AMPK p/tot); 
-AbII° goat anti-mouse diluito 1:10000 in TBS-Tween + BSA 5%, per 1 ora a temperatura 
ambiente in agitazione (per β-actina). 
Durante questa fase all’anticorpo primario si lega in maniera specie-specifica l’anticorpo 
secondario coniugato ad un enzima perossidasi che legherà, nel passaggio successivo, un 
substrato specifico (il luminolo) per la reazione di chemioluminescenza. 
In seguito, sono stati effettuati una serie di lavaggi con T-TBS in agitazione, allo scopo di 
rimuovere tutto l’anticorpo secondario non legato. La membrana è stata sviluppata in 
soluzione LifeAblot plus Enhanced Chemiluminescente HRP Substrate (Euroclone), dove 
nella stessa rimane per 3 minuti circa in agitazione. L’enzima perossidasi, presente 
sull’anticorpo secondario, catalizza l’ossidazione del luminolo, che viene a trovarsi perciò 
in uno stato eccitato, dal quale decade mediante emissione di luce.  
L’impressione della lastra fotografica è stata realizzata mediante lo strumento Kodak X-
Omatic.  
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5.3 TEST DI CITOTOSSICITA’ 
 
5.3.1 TEST DI VITALITA’ CELLULARE-CELL TITER- BLUE 
(PROMEGA) 
 Il CellTiter-Blue Cell Viability Assay (Promega) é un metodo fluorometrico per stimare il 
numero di cellule vive presenti in una piastra.  
 A questo scopo, sono state allestite delle piastre da 96 pozzetti, contenenti il medium, le 
cellule alla densità desiderata e le sostanze da analizzare opportunamente diluite in DMSO. 
 Più precisamente sono state seminate 5000 cellule per pozzetto, in un volume di medium 
tale che il volume finale fosse 100 microlitri per ogni pozzetto.  
 Le cellule sono state trattate con le 5 sostanze prescelte per la sperimentazione, ed incubate 
per 3-6 ore. Per valutare in modo più efficiente l’effetto delle sostanze sulle cellule usate, 
ciascuna di queste è stata testata a diverse concentrazioni, per costruire una curva dose-
risposta. 
 Allo scadere del trattamento, è stato opportunamente aggiunto il reagente (20µL/well) e la 
piastra è stata incubata al buio per 4 ore a 37°C. 
 Infine, è stata misurata la fluorescenza usando il Cytofluor2300. La fluorescenza prodotta è 
direttamente proporzionale al numero delle cellule vitali e, attraverso l’analisi, si ottiene un 
valore in percentuale rispetto al controllo, ovvero rispetto alle cellule senza trattamento. 
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5.4 ANALISI STATISTICHE 
 
L’analisi statistica è stata condotta tramite il pacchetto statistico Statview, versione 5.0.1 
(SAS Institute, Concetto Abacus, Inc., Berkeley, California), il programma di calcolo 
Microsoft Excel 2010 ed il pacchetto statistico GraphPad Prism 6. 
In particolare, per  tutti i dati inerenti la citotossicità la significatività è stata valutata 
applicando l’ANOVA ad una via e, per eseguire un’analisi statistica che fosse la più 
completa possibile, è stato calcolato l’indice di correlazione di Pearson. 
Per i dati  riguardanti, invece,  la valutazione dell’espressione di SIRT 1 e AMPK con 
Western Blot è stato applicato il  test t di Student per dati non appaiati.   
Sono stati considerati statisticamente significativi valori di  p<0.01 rispetto al controllo.  
I dati sono espressi come Media ± ES (errore standard). 
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6. RISULTATI 
 
6.1 TEST DI VITALITA’ CELLULARE - CELL TITER BLUE 
(PROMEGA). 
 
Nella prima fase dell’esperimento le 5 sostanze prescelte ( Resveratrolo, Berberina, Acido 
Ferulico, Tirosolo e Quercetina ) sono state testate per valutare la loro eventuale 
citotossicità, utilizzando il test di vitalità cellulare, Cell Titer Blue Viability Assay ( 
Promega).  
Più precisamente  le cellule sono state trattate con le 5 sostanze, ed incubate per 3-6 ore. 
Per valutare in modo più efficiente l’effetto delle sostanze sulle cellule usate, ciascuna di 
queste è stata testata a diverse concentrazioni, per costruire una curva dose-risposta. 
 
Nel dettaglio, il Resveratrolo è stato testato alle seguenti concentrazioni : 5µM, 10µM, 
20µM, 50 µM e 100µM.  
Il numero di cellule vitali è stato valutato dopo 3 e 6 ore di incubazione. 
Come è possibile osservare dai due grafici sotto riportati  per nessuna delle 5 diverse 
concentrazioni testate  è stata ottenuta una diminuzione statisticamente significativa del 
numero di cellule vitali rispetto al controllo (100±2.18%), sia a 3 ore che a 6 ore.  
In particolare, per le 3 ore sono stati ottenuti i seguenti dati : controllo vs R 5µM 
(100±2.18% vs 97±0.88%); controllo vs R 10µM (100±2.18% vs 94±0.58%); controllo vs 
R 20µM (100±2.18% vs 88.76±1.76%); controllo vs R 50µM (100±2.18% vs 
84.27±0.58%); controllo vs R 100µM (100±2.18% vs 82.02±0.33%). 
Dall’analisi statistica dei dati è stato ottenuto un p=0.0  e un coefficiente di correlazione 
lineare pari a, r= -0.89, indice di una correlazione fortemente negativa tra le due varibili. 
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Figura 47:Test di vitalità cellulare - CELL TITER BLUE (PROMEGA).  La figura riporta il 
numero di cellule vitali espresso in percentuale rispetto al controllo  per ciascuna delle 
concentrazioni di Resveratrolo testate, dopo 3 ore  di incubazione.  
 
Per quanto riguarda invece le 6 ore sono stati ottenuti i seguenti dati : controllo vs R 5µM 
(100±2.18% vs 96±0.88%); controllo vs R 10µM (100±2.18% vs 93±1.45%); controllo vs 
R 20µM (100±2.18% vs 85±2.59%); controllo vs R 50µM (100±2.18% vs 82±1.86%); 
controllo vs R 100µM (100±2.18% vs 81±1%). 
Dall’analisi statistica dei dati è stato ottenuto un p=0.19 e un coefficiente di correlazione 
lineare pari a, r= -0.82, indice di una correlazione fortemente negativa tra le due varibili. 
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Figura 48: Test di vitalità cellulare - CELL TITER BLUE (PROMEGA).  La figura riporta il 
numero di cellule vitali espresso in percentuale rispetto al controllo  per ciascuna delle 
concentrazioni di Resveratrolo testate, dopo 6 ore  di incubazione.  
 
 
La Berberina è stata testata alle seguenti concentrazioni : 5µM, 10µM, 20µM, 50 µM e 
100µM.  
Il numero di cellule vitali è stato valutato dopo 3 e 6 ore di incubazione. 
Come è possibile osservare dai due grafici sotto riportati per nessuna delle 5 diverse 
concentrazioni testate  è stata ottenuta una diminuzione statisticamente significativa del 
numero di cellule vitali rispetto al controllo (100±0%), sia a 3 ore che a 6 ore.  
In particolare, per le 3 ore sono stati ottenuti i seguenti dati : controllo vs B 5µM (100±0% 
vs 100±2.52%); controllo vs B 10µM (100±0% vs 100±0.58%); controllo vs B 20µM 
(100±0% vs 96.5±1.45%); controllo vs B 50µM (100±0% vs 95.6±1.45); controllo vs B 
100µM (100±0% vs 87.7±2.33%). 
Dall’analisi statistica dei dati è stato ottenuto un p=0.3  e un coefficiente di correlazione 
lineare pari a, r= -0.97, indice di una correlazione fortemente negativa tra le due varibili. 
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Figura 49: Test di vitalità cellulare - CELL TITER BLUE (PROMEGA).  La figura riporta il numero di 
cellule vitali espresso in percentuale rispetto al controllo  per ciascuna delle concentrazioni di Berberina 
testate, dopo 3 ore  di incubazione. 
 
 
 
Per quanto riguarda le 6 ore invece  sono stati ottenuti i seguenti dati : controllo vs B 5µM 
(100±0% vs 100±4.76%); controllo vs B 10µM (100±0% vs 99±1.43%); controllo vs B 
20µM (100±0% vs 95.5±1.72%); controllo vs B 50µM (100±0% vs 93.2±1.09%); controllo 
vs B 100µM (100±0% vs 85.5±2.18%). 
Dall’analisi statistica dei dati è stato ottenuto un p=0.5  e un coefficiente di correlazione 
lineare pari a, r= -0.98, indice di una correlazione fortemente negativa tra le due varibili. 
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Figura 50: Test di vitalità cellulare - CELL TITER BLUE (PROMEGA).  La figura riporta il numero     di 
cellule vitali espresso in percentuale rispetto al controllo  per ciascuna delle concentrazioni di Berberina 
testate, dopo 6 ore  di incubazione. 
 
 
L’ Acido Ferulico  è stato testato alle seguenti concentrazioni : 25µM, 50µ e, 100µM. Il 
numero di cellule vitali è stato valutato dopo 3 e 6 ore di incubazione. 
Come è possibile osservare dai due grafici sotto riportati per nessuna delle 3 diverse 
concentrazioni testate  è stata ottenuta una diminuzione statisticamente significativa del 
numero di cellule vitali rispetto al controllo (100±2.18%), sia a 3 ore che a 6 ore.  
In particolare, per le 3 ore sono stati ottenuti i seguenti dati : controllo vs AF 25µM 
(100±2.18% vs 100±0.88%); controllo vs AF 50µM (100±2.18% vs 98±2.08%); controllo 
vs AF 100µM (100±2.18% vs 80.9±0.58%).  
Dall’analisi statistica dei dati è stato ottenuto un p=0.0  e un coefficiente di correlazione 
lineare pari a, r= -0.91, indice di una correlazione fortemente negativa tra le due varibili. 
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Figura 51: Test di vitalità cellulare - CELL TITER BLUE (PROMEGA).  La figura riporta il numero di 
cellule vitali espresso in percentuale rispetto al controllo  per ciascuna delle concentrazioni di Acido Ferulico 
testate, dopo 3 ore  di incubazione. 
 
 
 
Per quanto riguarda le 6 ore invece  sono stati ottenuti i seguenti dati : controllo vs AF 
25µM (100±2.18% vs 98±1.53%); controllo vs AF 50µM (100±2.18% vs 95±1.36%); 
controllo vs AF 100µM (100±2.18% vs 79.2±0.5%).  
Dall’analisi statistica dei dati è stato ottenuto un p=0.07 e un coefficiente di correlazione 
lineare pari a, r= -0.96, indice di una correlazione fortemente negativa tra le due varibili. 
 
 
 
 
 
 106 
 
 
Figura 52: Test di vitalità cellulare - CELL TITER BLUE (PROMEGA).  La figura riporta il numero di 
cellule vitali espresso in percentuale rispetto al controllo  per ciascuna delle concentrazioni di Acido Ferulico 
testate, dopo 6 ore  di incubazione. 
 
 
 
Il Tirosolo è stato testato alle seguenti concentrazioni : 10µM, 20µM, 30µM, 50 µM e 
100µM.  
Il numero di cellule vitali è stato valutato dopo 3 e 6 ore di incubazione. 
Come è possibile osservare dai due grafici sotto riportati  per nessuna delle 5 diverse 
concentrazioni testate  è stata ottenuta una diminuzione statisticamente significativa del 
numero di cellule vitali rispetto al controllo (100±1.33%), sia a 3 ore che a 6 ore.  
In particolare, per le 3 ore sono stati ottenuti i seguenti dati : controllo vs T 10µM 
(100±1.33% vs 100±0.33%); controllo vs T 20µM (100±0.33% vs 98±3.51%); controllo vs 
T 30µM (100±0.33% vs 95.58±1.73%); controllo vs T 50µM (100±0.33% vs 
93.81±1.86%); controllo vs T 100µM (100±0.33% vs 89.38±0.33%). 
Dall’analisi statistica dei dati è stato ottenuto un p=0. 3 e un coefficiente di correlazione 
lineare pari a, r= -0.98, indice di una correlazione fortemente negativa tra le due varibili. 
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Figura 53: Test di vitalità cellulare - CELL TITER BLUE (PROMEGA).  La figura riporta il numero di 
cellule vitali espresso in percentuale rispetto al controllo  per ciascuna delle concentrazioni di Tirosolo 
testate, dopo 3 ore  di incubazione. 
 
 
 
Per quanto riguarda le 6 ore invece  sono stati ottenuti i seguenti dati : controllo vs T 10µM 
(100±1.33% vs 99±1.45%); controllo vs T 20µM (100±1.33% vs 97±3.6%); controllo vs T 
30µM (100±1.33% vs 94.8±1.8%); controllo vs T 50µM (100±1.33% vs 92.9±2%); 
controllo vs T 100µM (100±1.33% vs 85.6±0.41%). 
Dall’analisi statistica dei dati è stato ottenuto un p=0.4  e un coefficiente di correlazione 
lineare pari a, r= -0.99, indice di una correlazione fortemente negativa tra le due varibili. 
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Figura 54:Test di vitalità cellulare - CELL TITER BLUE (PROMEGA).  La figura riporta il numero di 
cellule vitali espresso in percentuale rispetto al controllo  per ciascuna delle concentrazioni di Tirosolo 
testate, dopo 6 ore  di incubazione. 
 
 
 
La Quercetina è stata testata alle seguenti concentrazioni : 25µM, 50µM, 100µM.  
Il numero di cellule vitali è stato valutato dopo 3 e 6 ore di incubazione. 
Come è possibile osservare dai due grafici sotto riportati  per nessuna delle 3 diverse 
concentrazioni testate  è stata ottenuta una diminuzione statisticamente significativa del 
numero di cellule vitali rispetto al controllo (100±3.33%), sia a 3 ore che a 6 ore.  
In particolare, per le 3 ore sono stati ottenuti i seguenti dati : controllo vs Q 25µM 
(100±3.33% vs 100±5.92%); controllo vs Q 50µM (100±3.33% vs 100±9.7%); controllo vs 
Q 100µM (100±3.33% vs 95.36±4.36%).  
Dall’analisi statistica dei dati è stato ottenuto un p=0.   e un coefficiente di correlazione 
lineare pari a, r= -0.87, indice di una correlazione fortemente negativa tra le due varibili. 
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Figura 55:Test di vitalità cellulare - CELL TITER BLUE (PROMEGA).  La figura riporta il 
numero di cellule vitali espresso in percentuale rispetto al controllo  per ciascuna delle 
concentrazioni di Quercetina testate, dopo 3 ore  di incubazione. 
 
 
 
Per quanto riguarda le 6 ore invece  sono stati ottenuti i seguenti dati : controllo vs Q 
25µM (100±3.33% vs 95±5.29%); controllo vs Q 50µM (100±3.33% vs 95±8.71%; 
controllo vs Q 100µM (100±3.33% vs 90±4.33%).  
Dall’analisi statistica dei dati è stato ottenuto un p=0.94 e un coefficiente di correlazione 
lineare pari a, r= -0.95, indice di una correlazione fortemente negativa tra le due varibili. 
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Figura 56: Test di vitalità cellulare - CELL TITER BLUE (PROMEGA).  La figura riporta il 
numero di cellule vitali espresso in percentuale rispetto al controllo  per ciascuna delle 
concentrazioni di Quercetina testate, dopo 6 ore  di incubazione. 
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6.2 VALUTAZIONE DELLA MODULAZIONE DELL’ESPRESSIONE 
DI SIRT 1 DA PARTE DELLE SOSTANZE TESTATE 
 
 
 Di seguito sono riportati i risultati dell’analisi dell’espressione di SIRT 1, mediante la 
tecnica del Western Blot. Si può osservare come l’espressione di questa proteina sia 
significativamente aumentata nel trattamento con il Resveratrolo e con le quattro sostanze 
naturali e non tossiche considerate, rispetto al gruppo controllo. In particolare, le sostanze 
Berberina, Tirosolo ed Acido Ferulico determinano un aumento dell’espressione di SIRT 1 
maggiore rispetto al Resveratrolo. La Quercetina invece, determina un aumento maggiore 
rispetto al controllo ma minore rispetto al Resveratrolo. 
 
 
 
6.2.1 MODULAZIONE DA PARTE DEL RESVERATROLO 
 
 
Nel dettaglio, il Resveratrolo  è stato testato a due diverse concentrazioni: 5 µM e 10 µM.  
A 5 µM si osserva un incremento statisticamente significativo di SIRT 1, rispetto al 
controllo, di 46.03±3.07% a 3h e di 47.3±2.0% a 3h ( p<0.0001). 
A 10 µM si osserva un incremento staticamente significativo di SIRT 1, rispetto al 
controllo, di 46.8±2.82% a 3h e di 47.6±2.28% a 6h ( p<0.0001). 
 
 
 
 
Aumento %: aumento % rispetto al controllo. 
***p<0.0001; aumento significativo vs controllo 
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Espressione di SIRT 1. ***p<0.0001 vs controllo. 
 
 
6.2.2 CONFRONTO TRA RESVERATROLO E ALTRE SOSTANZE. 
 
La Berberina è stata testata a due diverse concentrazioni: 5µM e 10 µM.  
A 5 µM si osserva un incremento statisticamente significativo di SIRT 1, rispetto al 
controllo, di 63,09±8,19% a 3h e di 65,5±10,98% a 6h (p<0,0001). 
A 10 µM si osserva un incremento statisticamente significativo , rispetto al controllo, di 
65,09±5,17% a 3h e di 64,2±3,65% a 6h (p<0,0001). 
Inoltre, a queste concentrazioni e tempi di incubazione, la Berberina mostra un’ azione 
stimolatrice maggiore, non solo rispetto al controllo, ma anche rispetto al Resveratrolo. Il 
Resveratrolo a 5 µM provoca un aumento di SIRT 1 del 46.03±3,07% a 3h (vs 
63.09±8,19%) e del 47,3±2.0% a 6h (vs 65.5±10,98%), mentre alla concentrazione di 10 
µM, si osserva un aumento del 46,8±2,82% a 3h (vs 65.09±5,17%) e del 47,6±2,28% a 6h 
(vs 64.2±3,65%).  
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Aumento %: aumento % rispetto al controllo. 
***p<0.0001; aumento significativo vs controllo 
 
 
 
 
 
 
Espressione di SIRT 1. ***p<0.0001 vs controllo. 
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Espressione di SIRT 1. ***p<0.0001 vs controllo. 
 
 
La Quercetina anche è stata testata a due diverse concentrazioni: 10 µM e 25 µM.  
A 10 µM si osserva un incremento statisticamente significativo di SIRT 1, rispetto al 
controllo, di 21,50±2,91% a 3h e di 22,00±2,58% a 6h (p<0,0001) 
A  25 µM si osserva un incremento statisticamente significativo, rispetto al controllo, di 
27,00±3,08% a 3h e di 27,5±1,96% a 6h (p<0,0001). 
A queste concentrazioni e tempi di incubazione, la Quercetina stimola SIRT 1 
maggiormente rispetto al controllo, ma non rispetto al Resveratrolo.  
 
  
Aumento %: aumento % rispetto al controllo. 
***p<0.0001; aumento significativo vs controllo 
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Espressione di SIRT 1. ***p<0.0001 vs controllo. 
 
 
 
 
 
 
Espressione di SIRT 1. ***p<0.0001 vs controllo. 
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Il Tirosolo è stata testato alle concentrazioni 10 µM e 20 µM.  
A 10 µM si osserva un incremento statisticamente significativo di SIRT 1, rispetto al 
controllo, di 52,89±9,32% a 3h e di 62±1,43% a 6h (p<0,0001). 
A  20 µM si osserva un incremento statisticamente significativo, rispetto al controllo, di 
76.53±4,03% a 3h e di 93±2,38% a 6h (p<0,0001). 
Il Tirosolo mostra un’azione stimolatrice notevolmente maggiore, non solo rispetto al 
controllo, ma anche rispetto al Resveratrolo.  
 
 
  
Aumento %: aumento % rispetto al controllo. 
***p<0.0001; aumento significativo vs controllo 
 
 
 
 
Espressione di SIRT 1. ***p<0.0001 vs controllo. 
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Espressione di SIRT 1. ***p<0.0001 vs controllo. 
 
 
 
L’Acido Ferulico infine  è stato testato alle concentrazioni 25 µM e 50 µM.  
A 25 µM si osserva un incremento statisticamente significativo di SIRT 1, rispetto al 
controllo, di 43,55±3,58% a 3h e di 44,02±3,50% a 6h (p<0,0001).  
A  50 µM si osserva un incremento statisticamente significativo, rispetto al controllo, di 
57,31±3,71% a 3h e di 58±4,25% a 6h (p<0,0001). 
L’Acido Ferulico,  mostra un’azione stimolatrice notevolmente maggiore  rispetto al 
controllo, ad entrambe le concentrazioni testate,  ma rispetto al Resveratrolo mostra una 
stimolazione maggiore solo ad una delle due concentrazioni, ovvero a 50µM. 
 
 
  
Aumento %: aumento % rispetto al controllo. 
***p<0.0001; aumento significativo vs controllo 
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Espressione di SIRT 1. ***p<0.0001 vs controllo. 
 
 
 
 
 
 
Espressione di SIRT 1. ***p<0.0001 vs controllo. 
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6.3 VALUTAZIONE DELLA MODULAZIONE DI AMPK DA PARTE 
DELLE SOSTANZE TESTATE. 
 
Dopo aver verificato che le sostanze testate sono in grado di modulare l’espressione di 
SIRT1 in maniera uguale o superiore rispetto al Resveratrolo, è stata valutato il loro 
eventuale effetto sull’espressione di AMPK.  
Di seguito sono riportati i risultati dell’espressione di AMPK, ottenuti mediante tecnica del 
Western Blot. Si può osservare come l’espressione di questa proteina sia 
significativamente aumentata in tutti i gruppi sperimentali rispetto al gruppo controllo. 
 
Nel dettaglio, la Berberina è stata testata a due diverse concentrazioni 5µM e 10µM.  
A 5 µM si osserva un incremento statisticamente significativo di AMPK, rispetto al 
controllo, di 46.13±2.98% a 3h e di 47.88±3.89%a 6h ( p<0.0001). 
A 10 µM si osserva un incremento staticamente significativo di AMPK, rispetto al 
controllo, di  64.63±2.60% a 3h e di 66.88±3.53% a 6h ( p<0.0001). 
 
 
 
 
 
 
                                Aumento %: aumento % rispetto al controllo 
           *** p<0.0001; aumento statisticamente significativo rispetto al controllo 
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L’Acido Ferulico è stato testato, a due diverse concentrazioni 25µM e 50µM.  
A 25 µM si osserva un incremento statisticamente significativo di AMPK, rispetto al 
controllo, di 49±3.37% a 3h e di 52.38±4.23% a 6h ( p<0.0001). 
A 50 µM si osserva un incremento staticamente significativo di AMPK, rispetto al 
controllo, di 66.12±3.02% a 3h e di 66.91±3.09% a 6h ( p<0.0001). 
 
 
 
 
 
 
 
Espressione di Ampk. *** p<0.0001 vs controllo. 
 AMPK fosf 3h 
AMPK tot 3 h 
   C         B5             B10   
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          Aumento %: aumento % rispetto al controllo 
                       *** p<0.0001; aumento statisticamente significativo rispetto al controllo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Espressione di Ampk. *** p<0.0001 vs controllo. 
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 Il Tirosolo è stato testato, a due diverse concentrazioni 10µM e 20µM.  
A 10 µM si osserva un incremento statisticamente significativo di AMPK, rispetto al 
controllo, di 45.12±3.92% a 3h e di 57.12±2.89% a 6h ( p<0.0001). 
A 20 µM si osserva un incremento staticamente significativo di AMPK, rispetto al 
controllo, di 73.37±2.91% a 3h e di 84.62±4.38% a 6h ( p<0.0001). 
 
 
 
 
            Aumento %: aumento % rispetto al controllo 
                    *** p<0.0001; aumento statisticamente significativo rispetto al controllo 
 
 
 
 
 
 
Espressione di Ampk. ***p<0.0001 vs controllo. 
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La Quercetina è stata testata, a due diverse concentrazioni 10µM e 25µM.  
A 10 µM si osserva un incremento statisticamente significativo di AMPK, rispetto al 
controllo, di 44.28±2.92% a 3h e di 47.0±2.90% a 6h ( p<0.0001). 
A 25 µM si osserva un incremento staticamente significativo di AMPK, rispetto al 
controllo, di 54.17±5.78% a 3h e di 54.33±5.81% a 6h ( p<0.0001). 
 
 
 
 
                                    Aumento %: aumento % rispetto al controllo 
                    *** p<0.0001; aumento statisticamente significativo rispetto al controllo 
 
 
AMPK fosf 3h 
AMPK tot 3h 
C           T10                           T20 
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Espressione di Ampk. ***p<0.0001 vs controllo. 
AMPK fosf 3h 
AMPK tot 3h 
      C             Q10                            Q25 
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7. DISCUSSIONE 
 
Le SIRTs , in particolare SIRT 1,  hanno guadagnato nel tempo una notevole attenzione in 
campo medico grazie al   loro ruolo di sensori metabolici e di mediatori della 
sopravvivenza cellulare in condizioni di stress, quali ad esempio la restrizione calorica e 
l’esercizio fisico, nelle quali la loro trascrizione risulta attivata. 
Questi enzimi, infatti, hanno un ruolo chiave nella regolazione di molti aspetti del 
metabolismo cellulare, da quello energetico a quello di sintesi, modulano la trascrivibilità 
genica della cromatina e regolano l’attività di diversi fattori trascrizionali.  
SIRT 1, in particolar modo,  è coinvolta nei processi metabolici che ritardano 
l’invecchiamento e aumentano la durata della vita, nella regolazione del ciclo cellulare, 
nell’inibizione dell’apoptosi, nell’omeostasi del glucosio e nella secrezione dell’insulina. 
Come conseguenza di ciò, la caratterizzazione dei meccanismi molecolari, biochimici e 
fisiologici coinvolti negli effetti di SIRT 1 è importante non solo per meglio definire il suo 
ruolo fisiologico e/o fisiopatologico ma anche per l’identificazione di nuovi potenziali 
target farmacologici nei disordini metabolici, nel diabete, nell’obesità, nelle patologie 
cardiovascolari ed in quelle neurologiche. 
Per quanto concerne l’attivazione di SIRT 1 , diversi lavori presenti in letteratura 
concentrano la loro attenzione sulla capacità del Resveratrolo di stimolare l’espressione di 
SIRT 1.  A questo proposito,  questo lavoro di tesi, come dimostrato dai dati e dai grafici 
sopra riportati,  conferma l’effetto stimolante del Resveratrolo su SIRT 1.  
Inoltre, visto i limiti del Resveratrolo, riguardanti la sua cinetica e la sua biodisponibilità, 
in questo studio sono state prese in considerazione altre sostanze, in particolare  Berberina, 
Quercetina, Tirosolo e Acido Ferulico. In un primo momento, è stato dimostrato attraverso 
il test di citotossicità, Test di Vitalità Cellulare-CellTiter-Blue (Promega), che le cinque 
sostanze considerate a diverse concentrazioni, sono sostanze naturali che come il 
Resveratrolo non mostrano effetti tossici per le cellule. 
Successivamente, è stato analizzato l’effetto sull’espressione di SIRT 1 sia del 
Resveratrolo sia  delle quattro sostanze, considerando  per ciascuna di esse due diverse 
concentrazioni e due diversi tempi di stimolazione (3 e   ore). Dall’analisi dei dati è 
emerso che il Reveratrolo e tutte le sostanze ad entrambi i tempi di stimolazione sono in 
grado di determinare un incremento dell’espressione di SIRT 1 statisticamente 
significativo rispetto al controllo.  
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In aggiunta,  l’ azione stimolante delle sostanze è stata confrontata con quella del 
Resveratrolo. Da questo confronto è emerso  che la Quercetina ha un’ azione stimolante 
minore rispetto a quella del Resveratrolo. Le altre tre sostanze invece hanno un’azione 
stimolante maggiore rispetto al Resveratrolo anche se dal punto di vista statistico non 
significativa.  
Come già detto in precedenza, tra i vari attivatori di SIRT 1 vi è l’AMPK un sensore 
metabolico anch’esso legato ai disordini metabolici. In relazione a questo, in questo lavoro 
di tesi è stato anche valutato l’effetto che le quattro sostanze, sempre considerate a due 
diverse concentrazioni e a due diversi tempi di stimolazione, hanno sull’espressione 
dell’AMPK. 
Dai dati sopra riportati è emerso che tutte le quattro sostanze, ad entrambe le 
concentrazioni sia durante una stimolazione di tre ore che di sei ore, determinano un 
incremento dell’espressione dell’AMPK statisticamente significativo rispetto al controllo. 
Questi dati assumono un ruolo importante soprattutto alla luce dei molti studi presenti in 
letteratura che dimostrano l’importanza dell’AMPK nell’attivazione di SIRT 1 e di come 
l’attivazione del signaling AMPK-SIRT 1 abbia un ruolo chiave non solo a livello 
fisiologico ma soprattutto nella patogenesi di molte patologie, tra cui proprio obesità e 
diabete. 
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8. CONCLUSIONI 
 
L’attività enzimatica di SIRT 1 come già detto in precedenza, dipende dalla presenza del 
cofattore NAD+, da ciò risulta chiaro che l’attività di questa proteina è direttamente legata 
alla regolazione del metabolismo lipidico e glucidico.  
Nel caso del metabolismo lipidico, è in grado di inibire la lipogenesi e la colesterologenesi 
e di aumentare l’ossidazione degli acidi grassi, la lipolisi e l’efficienza mitocondriale. 
Nel caso del metabolismo glucidico, stimola la gluconeogenesi, inibisce la glicolisi e 
agisce come un sensore dei livelli di insulina, modulando la produzione glucosio-sensibile 
di ATP e la conseguente secrezione di insulina dalle cellule beta-pancreatiche.  
Oltre a ciò, molti studi recenti hanno sottolineato l’importante ruolo di SIRT 1 anche nel 
metabolismo degli acidi biliari. Prendendo in considerazione queste funzioni di SIRT 1 
quello che si evince dai dati ottenuti in questo lavoro di tesi è estremamente importante.  
Infatti, questi risultati indicano come dei prodotti naturali e non tossici, interagendo con il 
signaling di SIRT 1 e dell’AMPK possano  trovare applicazione farmacologica, preventiva 
o curativa,  in molti disturbi in particolare  il diabete mellito di tipo 2 e l’obesità ma anche, 
l’acidosi, l’iperglicemia plasmatica, l’insulino-resistenza, la sindrome metabolica,  le 
sindromi epatiche, la steatosi epatica, l’ipertrigliceridemia e l’ipercolesterolemia. 
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